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1.1 Proteintransport in polaren Epithelzellen 
 
Zellen stellen den kleinsten Baustein im Aufbau eines Organismus dar. Dabei lässt sich dieser 
zunächst weiter in Organe und darin enthaltene Gewebe differenzieren. Als ein Gewebe bezeichnet 
man einen Zusammenschluss von Zellen gleicher oder ähnlicher Funktion. Ein Beispiel für solch ein 
Gewebe stellen Epithelien dar, welche die Aufgabe besitzen, das Innere eines Organes von der 
Außenwelt abzuschirmen. Epithelien stellen also die Oberfläche eines Organes dar, was sehr 
spezifische Ansprüche an die darin enthaltenen Zellen stellt. So befindet sich ein Teil der 
Zelloberfläche in einem anderen Milieu als der andere. Am Beispiel des Magenwandepithels wird 
deutlich, wie groß diese Unterschiede etwa in Bezug auf den umgebenden pH-Wert sein können. 
Während die eine Seite der Epithelzellen dem extrem sauren Magenlumen ausgesetzt ist, grenzt der 
andere Teil an ein pH-neutrales Milieu. Dieser Unterschied in den Anforderungen an die Epithelzelle 
spielgelt sich in der Lipid- und Proteinzusammensetzung ihrer beiden sogenannten 
Membrandomänen wider. Man unterscheidet hier zwischen einer apikalen und einer basolateralen 
Zytoplasmamembran-Untereinheit. Dabei ist die apikale Zytoplasmamembran immer der Außenwelt 
zugewandt, während die basolaterale Zytoplasmamembran zum Inneren des Organs zeigt. Beide 
Membranabschnitte werden von Tight Junctions voneinander abgegrenzt. Die Diskrepanz dieser 
Zellen hinsichtlich ihres ungleichen Zytoplasmamembranaufbaus führte dazu, von polaren 
Epithelzellen zu sprechen. Um deren Polarität aufrecht zu erhalten, bedarf es eines geregelten und 
gezielten Protein- und Lipidtransports in die jeweilige Zytoplasmamembrandomäne. Dies wird von 
einem einzigartigen Proteinsortier- und Transportsystem gewährleistet. 
In der vorliegenden Arbeit wurden aus der Hundeniere stammende MDCK II-Zellen (Madin Darby 
Canine Kidney) als eine Modellzelllinie zur Erforschung des polaren Proteintransports in Epithelzellen 
verwendet (Abb. 1.1 A). Diese können auf diversen Oberflächen wie Kunststoff oder Glas 
ausgebracht werden und bilden dann mit der Zeit ein Zell-Monolayer (MADIN et al., 1957). In diesem 
sind alle Zellen mit ihrem basalen Teil zum Substrat orientiert, während ihr apikaler Teil in das 
Flüssigmedium ragt. Als weiteres Studienobjekt dienten histologische Schnitte aus dem Dünndarm 
der Maus. Auch hier trifft man auf ein klassisches Epithel (Abb. 1.1 B). In diesen Zellen werden 
Verdauungsenzyme wie die Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) oder die Saccharase-Isomaltase (SI) in 
den Bürstensaum – also die apikale Zytoplasmamembrandomäne – transportiert, um im Darmlumen 
die entsprechenden Kohlenhydrate zu prozessieren. Beiden Zelltypen liegt ein gemeinsames 





Abschnitten näher eingegangen werden wird. Zusammenfassend könnte man sagen, dass man 
zunächst einen basolateralen Proteintransport von einem apikalen Proteintransport unterscheiden 
kann (Abb. 1.1 C). In welche der beiden Membrandomänen ein Protein transportiert wird, hängt von 
topogenen Signalen ab, die in der Struktur oder der Aminosäurensequenz des jeweiligen Proteins 
codiert sind (Mellman and Nelson, 2008; Weisz and Rodriguez-Boulan, 2009). Im Fall des 
basolateralen Proteintransports sind dies Di-Leucin (LL) und Tyrosin-Motive (YXXφ, NPXY), die oft in 
der Nähe saurer Aminosäuren zu finden sind (Hunziker et al., 1991; Matter et al., 1992). Diese 
Aminosäuremotive liegen meist im zytoplasmatischen Teil des Proteins. So werden z. B. bereits im 
Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) basolaterale Proteine durch einen Clathrin-abhängigen 
Transportmechanismus von apikalen Proteinen getrennt (Deborde et al., 2008; Traub, 2005). Dort 
spielt das Adapterprotein AP1A vermutlich eine Rolle (Gonzalez and Rodriguez-Boulan, 2009; 
Gravotta et al., 2007). Als Ort der Proteinsortierung können aber auch andere Kompartimente in 
Erscheinung treten. So finden Sortierprozesse auch in einer Vielzahl diverser Endosomen statt. Allen 
voran die Recycling-Endosomen. Hier existieren laut dem derzeitigen Stand der Kenntnis sowohl 
apikale (ARE), als auch basolaterale (BRE) Varianten. Oft wird auch noch ein gemeinsames Recycling-
Endosom (CRE) beschrieben. In diesen Kompartimenten finden hauptsächlich Sortierprozesse 
endozytierter Proteine statt, die durch die Erkennung ihrer jeweiligen topogenen Signale wieder in 
die korrekte Membrandomäne auf der Zelloberfläche transportiert werden. Allerdings existieren 
auch vorwärtsgerichtete Transportwege, die Endosomen passieren. So konnten Cramm-Behrens et 
al. zeigen, dass die beiden apikalen Proteine LPH und SI auf ihrem Weg zur Zytoplasmamembran 
sukzessive ein Rab4-, ein Rab8-, und ein Rab11-tragendes endosomales Kompartiment durchlaufen 
(Cramm-Behrens et al., 2008). 
Die Experimente der vorliegenden Arbeit fokussieren sich auf die Untersuchung des apikalen 
Transportweges. Dieser lässt sich wiederum in mehrere Routen gliedern, welche in Abb. 1.1 C 
wiedergegeben und mit römischen Ziffern gekennzeichnet werden. Als bisher bekannte apikale 
Erkennungssignale dienen N- und O-Glykosylierungen oder ein Glykosylphosphatidyl-Inositol-Anker 
(GPI-Anker) (Vagin et al., 2009). Diese beiden Signale lassen es zu, den apikalen Proteintransport in 
zwei weitere Routen zu differenzieren, auf die in den Abschnitten 1.1.1 und 1.1.2 näher eingegangen 
werden wird. Hier wird nochmals zwischen einem Lipid-Raft-abhängigen und einem Lipid-Raft-
unabhängigen Weg unterschieden (Jacob et al., 2003). Des Weiteren sollte die Möglichkeit der 
Transzytose erwähnt werden (I). Einige Proteine gelangen, bevor sie ihren apikalen Bestimmungort 
erreichen, zunächst in die basolaterale Membran, von wo aus sie schließlich durch Endozytose 
wieder aufgenommen und in die korrekte Zytoplasmamembrandomäne sortiert werden (Brandli et 






Abbildung 1.1: Proteintransport in polaren Epithelzellen 
 
Polare Epithelzellen bilden eine Barriere zwischen einem Organ und der Außenwelt. A) MDCK-Zellen sind solche 
polaren Epithelzellen aus der Hundeniere. Anhand des basolateralen Markers β-Catenin werden die 
Zellgrenzen sichtbar. Der helle Ring markiert eine dieser Zellen in der Aufsicht, die schematisch in Abb. C im 
Querschnitt wiedergegeben wird. B) Ein weiterer Typ von polaren Epithelzellen kommt im Darm vor. In diesem 
Fall sind die Darmzotten einer Maus abgebildet, in denen das Enzym Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) mittels 
Antikörper angefärbt wurde. In der Vergrößerung werden die einzelnen Zellen sichtbar (helle Umrandung) und 
es wird deutlich, dass die LPH dort ausschließlich in die apikale Membran – den sog. Bürstensaum – 
transportiert wird. C) Hier wird das spezielle Proteinsortierungs- und Transportsystem von polaren 
Epithelzellen abgebildet. Für die Aufrechterhaltung der Polarität müssen apikale oder basolaterale Proteine in 
die jeweils richtige Zytoplasmamembran-Domäne geleitet werden. Dies geschieht anhand diverser 
Sortiersignale. Basolaterale Proteine werden beispielsweise aufgrund von Aminosäuren-basierenden Signalen 
(Lysin-reichen zytosolischen Signalen) im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) aussortiert und u.a. über Clathrin-
ummantelte Vesikel zur basolateralen Zytoplasmamembran transportiert (I). Im apikalen Transportweg 
bestehen mehrere Möglichkeiten. Zum einen können apikale Proteine den direkten Weg vom TGN über 
vesikuläre Strukturen zur apikalen Zytoplasmamembran nehmen (II). Zum anderen existiert ein Weg über ein 
Post-Golgi-Kompartiment (PGC), in welchem sich Lipid-Raft-assoziierte von nicht mit Lipid-Rafts assoziierten 
apikalen Proteinen voneinander trennen (III). Apikale Sortiersignale basieren meist auf der Glykosylierung der 
Proteine (P75, LPH) oder deren Assoziation mit Lipid-Rafts (SI), z. B. durch einen GPI-Anker. Ein weiterer Weg 
führt durch Transzytose über die basolaterale Membrandomäne (I). Diverse Endosomen (ARE, BRE) können 
sowohl im endozytotischen als auch im vorwärtsgerichteten Proteinsorting involviert sein und dienen neben 
dem TGN als weitere Sortierstation. Lipid-Rafts sind als rote Membranabschnitte dargestellt ARE: apikales 
Recycling-Endosom, BRE: basolaterales Recycling-Endosom, CAV: Caveolae, CCP: Clathrin coated pit, DPP IV: 
Dipeptidyl Peptidase IV, LAV: LPH assoziierte Vesikel, LPH: Lactase-Phlorizin-Hydrolase, SAV: SI assoziierte 
Vesikel, SI: Saccharase-Isomaltase, TJ: Tight Junction, TGN: Trans-Golgi-Netzwerk (Abb. C abgeändert nach 










1.1.1 Lipid-Raft-abhängiger apikaler Transportweg 
 
Biologische Membranen sind in ihrem Aufbau nicht homogen, sondern lassen sich hinsichtlich ihrer 
Lipid- und Proteinzusammensetzung in verschiedene Domänen einteilen. Besonders Cholesterol-
reiche Bereiche, die außerdem häufig eine erhöhte Sphingolipid-Konzentration aufweisen, besitzen 
spezielle Eigenschaften und sind in gewissen Detergensien wie dem nichtionischen Triton X-100 (bei 
4°C) unlöslich. Diese Detergens resistenten Membranen (DRMs) werden auch Lipid-Rafts genannt 
(van Meer G. et al., 1987; van and Sprong, 2004), da sie Mikrodomänen innerhalb einer Biomembran 
darstellen, die einem Boot ähnelnd in dieser „umher schwimmen“. Lipid-Rafts gelten als Zentren der 
Signaltransduktion, da sie u. a. Kinasen der src-Familie beherbergen (Simons and Ikonen, 1997). Diese 
assoziieren aufgrund ihrer doppelten Acylierung mit den Membranmikrodomänen. Weitere 
Strukturen, die zu einer präferentiellen Lipid-Raft-Assoziierung führen sind GPI-Anker. Typisches 
Beispiel hierfür ist z. B. die Plazenta alkalische Phosphatase (PLAP). Lipid-Rafts im klassischen Sinne 
sind im Endoplasmatischen Reticulum nicht vorzufinden, sondern werden erst im Golgi-Apparat 
assembliert, wo auch GPI-verankerte Proteine in diese Cholesterol-reichen Mikrodomänen Einlass 
erhalten. Eine weitere Gruppe von Proteinen, die in Lipid-Rafts vorzufinden sind, sind 
Transmembranproteine wie die Saccharase-Isomaltase (SI) (Jacob et al., 2000) oder die 
Influenzaproteine Hämagglutinin (HA) oder Neuraminidase (NA). Von Letzterer ist bekannt, dass ein 
bestimmter Transmembranbereich für die Assoziation mit DRMs und den Transport zur apikalen 
Zytoplasmamembran sorgt (Kundu et al., 1996). Zur Entstehung eines Lipid-Raft basierten Protein-
Sortiermechanismus lieferten Schuck et al. ein Modell, in dem beschrieben wird, dass Lipid-Raft-
assoziierte Proteine selbst für die Assemblierung der DRMs zuständig sind (Schuck and Simons, 
2004). Diese Proteine könnten auf der zytoplasmatischen Seite z. B. von einem Annexin-ähnlichen 
Protein vernetzt werden, während dies auf der luminalen Seite von einem Lectin übernommen 
würde. Beides könnte zu einem Zusammenlagern der Lipid-Raft-assoziierten Proteine führen 
(Clustering) und per se eine Membrankrümmung hervorrufen, die letztlich im Abschnüren eines 
Transportvesikels enden würde. Tatsächlich wurde das an Sulfatide (Hydrogensulfatester von 
Glykosphingolipiden) bindende Galectin-4 als Komponente des apikalen Lipid-Raft-basierenden 
Proteintransports bereits identifiziert (Delacour et al., 2005) (Abb. 1.1 C). Paladino et al. beschreiben, 
dass ein GPI-Anker alleine kein ausreichendes Signal für einen apikalen Transport ist, sondern dass 
erst die Clusterbildung der GPI-Proteine zu deren apikalen Transport führte. In Dichtegradienten 
konnte gezeigt werden, dass basolaterale GPI-Proteine nicht in oligomerer Form vorzufinden waren 
(Paladino et al., 2006; Paladino et al., 2004). Lipid-Rafts stellen also eine Proteinsortier-Plattform dar, 





Zusammenschluss dieser Proteine zu hochmolekularen Komplexen führt zu deren apikaler 
Sortierung. 
 
1.1.2 Lipid-Raft-unabhängiger apikaler Transportweg 
 
Die Assemblierung und Clusterbildung in Lipid-Rafts ist nicht der einzige apikale 
Proteinsortiermechanismus. Viele apikale Proteine befinden sich außerhalb dieser 
Membranmikrodomänen. Beispiele hierfür sind die Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH), Endolyn oder 
der Neurotrophinrezeptor P75. Bei P75 liegt das topogene Signal für die Sortierung in die apikale 
Zytoplasmamembran in der Glykosylierung verschiedener Aminosäuren (Breuza et al., 2002). Als 
essentieller Sortierrezeptor dient in diesem Fall das Lectin Galectin-3, auf welches in Abschnitt 1.2.1 
noch näher eingegangen werden wird. Lektine sind Kohlenhydrat bindende Proteine deren 
Präferenzen für unterschiedliche Glykane in der Carbohydrate Recognition Domain (CRD) begründet 
liegen. Im Fall von Galectin-3 bindet diese vorzugsweise an β-Galactoside (Massa et al., 1993), wie sie 
in den O-Glykosylketten der Stab-Domäne von P75 anzutreffen sind. Unterdrückt man die Expression 
von Galectin-3 in MDCK-Zellen, so werden die Glykoproteine P75, LPH und GP114 nicht mehr in die 
apikale Zytoplasmamembran transportiert. Auf die korrekte Sortierung Lipid-Raft assoziierter 
Proteine wie SI hat dies keinen Effekt (Delacour et al., 2006). Außerdem konnte gezeigt werden, dass 
für die korrekte Sortierung von P75 und GP114 ein dem im Lipid-Raft-abhängigen 
Proteinsortiermechanismus ähnliches Szenario zu tragen kommt, in dem die sortierten Proteine 
hochmolekulare Komplexe ausbilden (Delacour et al., 2007). In Analogie zum Lipid-Raft-Sortiermodell 
besteht die Möglichkeit der Quervernetzung apikaler Glykoproteine in einem Sortierkompartiment. 
Als Bindeglied dient in diesem Fall Galectin-3, welches mit seiner CRD an die Glykoproteine binden 
kann, während es mit seiner Multimerisierungsdomäne am N-Terminus mit weiteren Galectin-3-
Molekülen in Kontakt tritt. Dies könnte zu einer Membrankrümmung führen, die letztlich im 
Abschnüren eines Vesikels endet, welches nur Glykoproteine aus Nicht-Lipid-Raft-Domänen 
beinhaltet. Dabei ist nicht geklärt, ob an diesem Prozess außerdem diverse Mantelproteine eine Rolle 
spielen könnten oder ob beim Abschnüren der Vesikel möglicherweise ein Dynamin-ähnliches 
Protein behilflich ist. Im basolateralen Transport ist dies wie bereits erwähnt der Fall. Hier spielen z. 
B. AP1A und Clathrin eine Rolle. Des Weiteren wurde bekannt, dass Dynamin-2 am Transport von P75 
aus dem TGN beteiligt ist. Exprimiert man eine dominant negative Dynamin-2-Mutante, so entstehen 
tubuläre P75-Strukturen am Golgi-Apparat, die nicht wie normalerweise in Vesikel abgeschnürt 
werden (Kreitzer et al., 2000). Am Weitertransport von P75 zur Zytoplasmamembran sind die 





ist der postulierte Motor, der am gemeinsamen Transport von Lipid-Raft- und Nicht-Lipid-Raft-
Proteinen vom Golgi-Apparat in ein Post-Golgi-Kompartiment (Abb. 1.1 C) beteiligt sein soll, in dem 
weitere Sortierungen vorgenommen werden. Der Lipid-Raft-unabhängige apikale Proteinsortierweg 
stellt also eine Alternative zum Lipid-Raft-assoziierten Weg dar. In beiden Wegen spielt die 
Oligomerisierung der sortierten Proteine eine tragende Rolle im eigentlichen Sortierprozess. 
Während im einen Fall Galectin-4 dafür sorgt, Lipid-Raft-typische Glykosphingolipide mit Lipid-Raft-
Glykoproteinen zu verbinden, sorgt Galectin-3 im alternativen Weg für die Schaffung einer 
Sortierplattform, indem es Nicht-Lipid-Raft-Glykoproteine mit sich selbst zu hochmolekularen 
Proteinclustern verbindet (Abb. 1.2). 
 
Abbildung 1.2: Modell zur Sortierung Lipid-Raft-abhängiger und Lipid-Raft-unabhängiger apikaler Proteine 
In der Sortierung von apikalen Proteinen in Endosomen scheinen Kohlenhydrat bindende Proteine – Lektine – 
eine Rolle zu spielen. Im Lipid-Raft-abhängigen Sortierweg bindet Galectin-4 an Sulfatide (Glykosphingolipide) 
und stabilisiert somit Lipid-Rafts. Möglicherweise bindet es außerdem an Lipid-Raft-Glykoproteine und sorgt so 
für die Bildung hochmolekularer Cluster, welche die Voraussetzung für deren apikalen Transport sind. In 
Analogie dazu bindet Galectin-3 Nicht-Lipid-Raft-Glykoproteine. Durch Multimerisierung mit anderen Galectin-







1.2 Zentrale Proteine dieser Arbeit 
1.2.1 Galectin-3 
 
Galectin-3 gehört zu der Familie der Lektine. Dies sind Proteine mit einer hohen Affinität für 
Kohlenhydrate, an welche sie mit Hilfe ihrer Kohlenhydrat-Bindedomäne (engl.: Carbohydrate 
Recognition Domain = CRD) binden können. Dies eröffnet die Möglichkeit, Glykolipide oder 
Glykoproteine miteinander zu vernetzen (Abb. 1.3). In Säugetieren existieren 15 bisher bekannte 
Galectine, wobei bis jetzt von zweien bekannt wurde, am apikalen Proteintransport beteiligt zu sein. 
Zunächst wurde Galectin-4 eine Rolle im Lipid-Raft-abhängigen Proteintransportweg zugesprochen 
(Abb. 1.2). Galectin-3 kristallisierte sich als essentieller Faktor im Sortieren der apikalen Nicht-Lipid-
Raft-Proteine LPH, GP114 und P75 heraus. Der knock-down von  Galectin-3 hatte den basolateralen 
Transport dieser Proteine zur Folge. Im Laufe der Untersuchungen wurde Galectin-3 im Lumen 
apikaler Transport-Vesikel nachgewiesen, die die nicht Lipid-Raft-assoziierten Proteine LPH, GP114 
und P75 enthielten. In Vesikeln mit Lipid-Raft-assoziierten Proteinen wie der SI war Galectin-3 nicht 
anwesend. FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) konnte nur zwischen Galectin-3 und LPH 
gemessen werden, nicht zwischen Galectin-3 und SI. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass 
Galectin-3 in die angesprochenen Vesikel 10 min nachdem diese aus dem TGN abknospen eintritt. In 
Co-Immunoräzipitations-Versuchen konnte eine Galactose-abhängige Interaktion zwischen Galectin-
3 und LPH bzw. P75 bzw. GP114 festgestellt werden. Gal-3 wurde daraufhin als apikaler Sortier-
Rezeptor postuliert (Delacour et al., 2006). 
Galectin-3 (Hund: 30 kDa) besitzt eine C-terminale Kohlenhydrat-Bindedomäne (14 kDa), mit der es 
an Galactose-enthaltende Glykane binden kann. Außerdem kann es durch seine N-terminale 
Oligomerisierungs-Domäne (15 kDa) an andere Galectin-3-Moleküle binden. Die Bindung an 
Galactose geschieht über Wasserstoff-Brücken zwischen His-44, Asn-48 und Arg-48 von Galectin-3 
mit dem O4-Atom des Monosaccharids, außerdem über Arg-29 und dem O3-Atom (Rini and 
Lobsanov, 1999). Unter diesen Voraussetzungen ist Galectin-3 in der Lage, hochmolekulare 
Proteinkomplexe, sog. Cluster zu bilden (Patnaik et al., 2006). Galectin-3 liegt sowohl intra- als auch 
extrazellulär vor. Eine Besonderheit liegt darin, dass es keine ER-Signalsequenz besitzt und bisher 
ungeklärt ist, wie es die Zelle verlässt. Die Sekretion von Galectin-3 geschieht in Epithelzellen nur in 
der apikalen Membran (Lindstedt et al., 1993). Galectin-3 ist in zahlreiche biologische Prozesse 
involviert. Funktionen in Zell-Zell- und Zell-Extrazelluläre Matrix-Adhäsion, Zellwachstum und 
Differenzierung, Zellzyklus, Signaltransduktion, Immunreaktion, Apoptose, Angiogenese und 
Tumorgenese wurden bereits publiziert (Dumic et al., 2006; Kang et al., 2009; Nieminen et al., 2005). 
Dabei wird es in manchen Geweben nur zeitweise exprimiert. Eine weitere Regulation der Galectin-3-





auf die Zuckerbindungs-Eigenschaften von Galectin-3 (Mazurek et al., 2000). Die N-terminale 
Oligomerisierungs-Domäne von Galectin-3 ist außerdem sehr Protease sensitiv und gibt den Weg für 
weitere Spekulationen bezüglich der Regulation seiner Aktivität frei (Massa et al., 1993). Die 
Oligomerisierung könnte z. B. von endogenen Proteasen gesteuert werden. Als Beispiel für eine 
Galectin-3 schneidende Protease wurde erst kürzlich z. B. von Puthenedam et al. über die 
Metalloprotease MMP7 berichtet (Puthenedam et al., 2011). 
In MDCK-Zellen werden die Galectine 3, 9, 8, 1, 4 und 7 exprimiert (in absteigender Menge) (Poland 
et al., 2010).  
 
1.2.2 Die unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 
 
Der klassische Sekretionsweg beginnt beim cotranslationalen Transport naszierender Proteine mit 
ER-Signalsequenz über die Membran des rauen Endoplasmatischen Reticulums (rER). Dort beginnt 
die N-Glykosylierung. Im Folgenden wandern sekretierte Proteine aus dem rER über einen COP II-
Abbildung 1.3: Die Galectin-Familie 
Galectine lassen sich in verschiedene Typen einteilen. A) Der Prototyp besitzt nur eine CRD. Prototyp-
Galectine können untereinander Dimere ausbilden B) Galectin-3 wird als chimärer Typ bezeichnet, da es 
neben der C-terminalen CRD eine N-terminale Multimerisierungsdomäne trägt, unter deren Mitwirkung es 
Pentamere ausbilden kann. C) Tandem-Repeat-Galectine besitzen zwei verschiedene CRDs, die über eine 
Linker-Region verbunden sind. Über ihre CRD können Galectine Netzwerke mit diversen Glykokonjugaten 





Vesikeltransport zum Golgi-Apparat, wo N-Glykane prozessiert werden und die O-Glykosylierung 
stattfindet. Nach Passage der cis-, medialen und trans-Golgi-Zisternen gelangen die Proteine in das 
Trans-Golgi-Netzwerk (TGN). Dieses tubulo-vesikuläre Netzwerk ist eine potentielle Sortierstation, in 
der erste Proteinsortierschritte ausgeführt werden. So werden hier z. B. in polaren Epithelzellen 
basolaterale Proteine über einen Clathrin-abhängigen Mechanismus separiert (Deborde et al., 2008). 
Andere Proteine werden über in Abschnitt 1.1 beschriebene Sortiervorgänge zur apikalen 
Zytoplasmamembran transportiert. Generell handelt es sich bei der klassischen Sekretion um einen 
Vesikel-basierten Transport zu der jeweiligen Zytoplasmamembrandomäne, wo sekretorische Vesikel 
mit dieser verschmelzen und der Inhalt der Vesikel in den extrazellulären Raum gelangt. 
Von Galectin-3 ist bekannt, dass auch dieses aus der Zelle transportiert wird. Allerdings nicht über 
den klassischen sekretorischen Weg. Der Sortierrezeptor im apikalen Proteintransport besitzt keine 
ER-Signalsequenz, sondern wird zunächst im Zytoplasma synthetisiert. Von dort aus gelangt es u. a. in 
Vesikel mit apikalen Glykoproteinen, die fünf Minuten zuvor aus dem TGN entlassen wurden. Hier 
bildet es aufgrund seiner hohen Affinität zu β-Glykanen hochmolekulare Komplexe mit Nicht-Raft-
Proteinen wie P75 und GP114. Ob und wann diese Verbindung wieder gelöst wird, ist bis dato nicht 
bekannt. Neben den in Abb. 1.4 erwähnten Möglichkeiten der unkonventionellen Sekretion (Nickel, 
2003) könnte der Huckepack-Transport von Galectin-3 mit apikalen nicht Lipid-Raft-assoziierten 
Glykoproteinen in den Extrazellularraum eine weitere Sekretionsweise darstellen. Blockiert man den 
Transport von Proteinen aus dem TGN durch eine Temperaturänderung auf 20°C, so gelangt auch 
kein Galectin-3 aus der Zelle heraus, was einen weiteren Hinweis auf die enge Verknüpfung der 
Galectin-3-Sekretion mit dem klassischen Sekretionsweg gibt. Dabei sollte allerdings nicht außer Acht 
gelassen werden, dass genauso die Möglichkeit besteht, dass einer der unkonventionellen 
Sekretionswege ebenfalls bei 20°C gehemmt wird. Betrachtet man die Möglichkeiten der 
unkonventionellen Sekretion, die in Abb. 1.4 beschrieben werden, so wurde Galectin-3 bereits auf 
zwei dieser Wege untersucht. Das Blockieren apikaler ABC-Transporter mit Verapamil hatte keinen 
Einfluss auf die Galectin-3-Sekretion (Horio et al., 1989; Lindstedt et al., 1993). Folglich können die 
Wege 1 und 2 im Schema aus Abb. 1.4 für Galectin-3 eher ausgeschlossen werden. Dagegen konnte 
gezeigt werden, dass Galectin-3 in Exosomen zu finden ist (Thery et al., 2001; Thery et al., 2002), 
während von seinem Verwandten Galectin-1 bekannt wurde, dass es über das sog. Membrane 
blebbing aus der Zelle gelangt (Cooper and Barondes, 1990). 
Des Weiteren wurde bekannt, dass der N-Terminus von Galectin-3 essentiell für dessen Sekretion ist 






Abbildung 1.4: Unkonventionelle Sekretion 
Postulierte unkonventionelle Sekretionsmöglichkeiten von Proteinen beinhalten sowohl vesikuläre als auch 
nicht-vesikuläre Prozesse. So können sekretorische Lysosomen wie sie in zytotoxischen T-Zellen vorkommen für 
eine Sekretion sorgen (1). Für diese Möglichkeit wären Transporter nötig, die auch direkt in der 
Zytoplasmamembran sitzen können (2). Eine dritte Möglichkeit besteht im Entlassen von Exosomen, die aus 
multivesikulären Körpern hervorgehen (3). Außerdem wurde ein Mechanismus diskutiert, bei dem Mikrovesikel 
durch sog. Membrane blebbing direkt an der Zytoplasmamembran entstehen und in den Extrazellularraum 
entlassen werden (4) (Nickel, 2005). 
 
1.2.3 Galectin-3 in klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
 
Mit seinen vielfältigen Aufgaben, etwa in der Zell-Adhäsion, der Zell-Migration, in der Zellzyklus-
Regulation und als antiapoptotischer Faktor, ist Galectin-3 prädestiniert dafür, in der Entwicklung von 
Tumoren eine Rolle zu spielen. Bezüglich der Syntheserate von Galectin-3 wurde bereits in mehreren 
humanen Tumorarten eine signifikante Erhöhung festgestellt. Dies ist in Lymphomen, Hals- und 
Nacken-Tumoren, Schilddrüsen-Tumoren, Leber- und Magen-Tumoren gezeigt worden (Takenaka et 
al., 2004). Bei der Entstehung dieser Tumore werden dem Lektin diverse Beteiligungen zugedacht. So 
z. B. bei der Angiogenese und der Metastasierung. Galectin-3 auf der Zelloberfläche sorgt für eine 
Zell-Zell-Adhäsion (Inohara and Raz, 1995; Liu and Rabinovich, 2005). Genauer betrachtet konnte 
gezeigt werden, dass das Thomsen-Friedenreich-Antigen auf Tumorzellen in Verbindung mit Galectin-
3 auf Endothelzellen eine tragende Rolle im Andocken von Tumorzellen an Endothelzellen spielt 
(Glinsky et al., 2001). Im Gegensatz zu der erhöhten Expression steht eine erniedrigte Galectin-3-
Expression in Brust-, Eierstock- oder Prostata-Karzinomen (Takenaka et al., 2004). In Dickdarm-





(Mazurek et al., 2000). Ein weiterer Grund für eine Beteiligung von Galectin-3 an der Entstehung 
einer neoplastischen Transformation liegt in seiner Rolle im Wnt-Signalweg begründet. In diesem 
Signalweg pendelt β-Catenin phosphorylierungsabhängig zwischen Zellkern und Zytoplasma. Im 
Zellkern bindet es an den Transkriptionsfaktor TCF und aktiviert die Expression der Gene für Cyclin D1 
und C-Myc, welche maßgeblich an der Regulation des Zellzyklus und der Genexpression beteiligt sind. 
Shimura et al. konnten zeigen, dass Galectin-3 in der humanen Brustkrebszelllinie BT549 mit β-
Catenin interagiert (Shimura et al., 2004). Interessanterweise ist β-Catenin kein Glykoprotein. Also 
muss die Interaktion der beiden auf etwas anderem begründet sein. Dieselbe Arbeitsgruppe konnte 
die Co-Immunopräzipitation von Galectin-3 mit einer weiteren Komponente im Wnt-Signalling 
beweisen. Dabei handelt es sich um das Wnt-Regulatorprotein Axin (Shimura et al., 2005).  
 
1.2.4 P75 – Neurotrophinrezeptor 
 
P75 ist ein 75 kDa großes Typ I-Membranprotein, das über seine C-terminale Transmembran-Domäne 
in der Membran verankert wird. Es besitzt sowohl N- als auch O-glykosidisch gebundene Zucker, 
wobei sich die O-Glykane in der Stab-Domäne in der Nähe zur Transmembran-Domäne anhäufen. In 
dieser Stab-Domäne (AS 168-218) liegen 6 O-Glykane aber keine N-Glykane vor (Breuza et al., 2002). 
P75 ist nicht mit Lipid-Rafts assoziiert, sondern verwendet eine andere apikale Sortierplattform. 
Deshalb wurde es ausführlich auf die Rolle seiner Glykosylierung im apikalen Transport hin 
untersucht. Zunächst stellte sich heraus, dass die N-Glykosylierung von P75 in dieser Hinsicht keine 
Rolle spielt. Die Deletion der O-Glykan reichen Stab-Domäne wiederum führte zum basolateralen 
Transport von P75 (Yeaman et al., 1997). Später wurde bekannt, dass Galectin-3 der apikale 
Sortierrezeptor für P75 in MDCK-Zellen ist. Dieses bindet an die O-Glykane im Bereich der 
Stabdomäne von P75 und sorgt für eine Bildung hochmolekularer Komplexe (Delacour et al., 2006; 
Delacour et al., 2007).  
Der humane Neurotrophin-Rezeptor P75 ist ein exogenes Nicht-Lipid-Raft-Protein in MDCK-Zellen, 
und wird normalerweise in neuronalen Zellen synthetisiert und recycled (Deinhardt et al., 2007; 
Nykjaer et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde eine P75-GFP-Variante verwendet, die das 







1.2.5 Mx1 und die Dynamin-Superfamilie 
 
Dynamine gehören zur Klasse der großen GTPasen. Mit einem Molekulargewicht ab ca. 75 kDa 
grenzen sie sich von den kleinen GTPasen wie z. B. Rab, Ran, Ras und Rho ab, die Molekulargewichte 
von 20-25 kDa besitzen. Wie ihr Name suggeriert, können GTPasen GTP binden und zu GDP 
hydrolysieren. Dabei nehmen sie, je nach Phosphorylierungszustand des gebundenen Nukleotids,  
verschiedene Arbeitszustände an. Die Bindungsaffinität für GTP der Mitglieder der Dynamin-
Superfamilie ist vergleichsweise gering. Für GDP ist sie noch schwächer. Die Grundstruktur großer 
GTPasen beinhaltet eine GTPase-Domäne (orange), eine Mittel-Domäne (grün) und eine GTPase-
Effektor-Domäne (GED, blau) (Abb. 1.5). Während die GTPase-Domäne für die GTP/GDP-Bindung 
und GTP-Hydrolyse zuständig ist, haben die Mittel-Domäne und die GED Einfluss auf die Regulation 
der GTPase-Aktivität und die Oligomerisierung. Klassische Dynamine wie Dynamin 1, 2 und 3 tragen 
zusätzlich eine Pleckstrin-Homologie-Domäne (PH-Domäne), mit der sie an Phospholipide binden 
können und eine Prolin-reiche Domäne (PRD), die in der Lage ist, an Proteine mit SH3-Domäne zu 
binden. Beide Motive dienen dazu, klassische Dynamine an bestimmte Orte in der Zelle zu dirigieren, 
wo sie ihrer eigentlichen Aufgabe nachgehen, dem Abknospen von Vesikeln. Dabei hilft ihnen ihre 
Fähigkeit zu oligomerisieren. Die Oligomerisierung wiederum hat einen Einfluss auf die GTPase-
Aktivität der Mitglieder der Dynamin-Superfamilie. Während die GTPase-Aktivität kleiner GTPasen 
von GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs) abhängt, so steigern Dynamin-Superfamilien-Mitglieder 
ihre GTP-Hydrolyserate durch ihre Oligomerisierung.  
Dynamine und Dynamin-ähnliche Proteine sind an zahlreichen Prozessen beteiligt, in denen 
verschiedene Membranbereiche voneinander abgeschnürt werden. So sind klassische Dynamine z. B. 
an der Abschnürung von Vesikeln der Zytoplasmamembran, des TGNs und von Endosomen beteiligt. 
Typisches Beispiel hierfür ist das Mitwirken von Dynamin-2 an sowohl der Clathrin-abhängigen 
Endozytose als auch der Abschnürung von Caveolae an der Zytoplasmamembran. Des Weiteren wird 
Dynamin-2 eine Funktion bei der Abschnürung von P75-Vesikeln aus dem TGN zugewiesen (Kreitzer 
et al., 2000; Salvarezza et al., 2009). Dynamin-ähnliche Proteine wie OPA1 oder Mitofusin sind an der 







Abbildung 1.5: Domänenstruktur der humanen Dynamin-Superfamilie 
Die einzelnen Domänen werden als Symbole mit absteigender Farbintensität dargestellt, wobei diese mit der 
Sequenzidentität korreliert. Alle Dynamine besitzen eine GTPase-Domäne, welche GTP bindet und hydrolysiert, 
eine Mittel- und eine GTPase-Effektordomäne (GED), die in die Oligomerisierung involviert sind und die 
GTPase-Aktivität stimulieren. Die meisten Dynamine besitzen eine Domäne zur Interaktion mit 
Lipidmembranen. Dies ist entweder eine Pleckstrin homology Domäne (PH domain), eine 
Transmembrandomäne oder eine andere Sequenz für eine Lipidbindung. Klassische Dynamine enthalten eine 
Prolin-reiche Domäne (PRD) am C-Terminus, die mit SH3-Domänen interagieren kann. Dlp: Dynamin-like 
protein 1, GBP1: guanylate-binding protein 1, OPA1: optic atrophy 1 (Praefcke and McMahon, 2004). 
 
Eine Sonderstellung in der Dynamin-Superfamilie nehmen die Mx-Proteine ein. Sie besitzen weder 
eine PRD- noch eine PH-Domäne. Ursprünglich wurden sie als antivirale Proteine entdeckt, die 
synthetisiert werden, wenn der Organismus eine Interferonantwort auf eine Virusinfektion liefert. 
Beim Menschen z. B. gegen Infektionen mit Influenza- und Bunyaviren (Habjan et al., 2009; Haller et 
al., 2007). Der genaue Wirkmechanismus ist dabei noch unbekannt. Möglicherweise bindet MxA 
(humanes Mx1 = MxA) an virale Proteine und macht diese auf diese Weise inert (Kochs et al., 2002; 
Reichelt et al., 2004). MxA kann Homo-Oligomere aus bis zu 30 Monomeren bilden, was laut Kochs et 
al. die Speicherform von MxA sein könnte, während die monomere Form die antivirale Variante sei 
(Haller and Kochs, 2002). Interessanterweise existiert auch in A. thaliana eine Mx-Variante (van der 
Bliek, 1999). In aufgereinigter Form sind Mx-Proteine genau wie klassische Dynamine dazu in der 
Lage, Membranen zu tubulieren. MxA bildet trotz fehlender PRD- und PH-Domäne aus zunächst 
sphärischen Liposomen verzweigte Tubuli (Accola et al., 2002). Ähnliches gilt für das verwandte 
DLP1, welches ebenfalls weder eine PRD noch eine PH-Domäne besitzt (Yoon et al., 2001). Diese 
Tatsache und zwei weitere legen den Schluss nahe, dass MxA nicht nur antivirale Eigenschaften hat, 
sondern auch in anderen zellulären Prozessen beteiligt ist. So wird das Hundehomologe Mx1 in 





ihm keine Aktivität gegen Influenzaviren nachgewiesen werden. Außerdem ist für andere Dynamin-
ähnliche Proteine wie dem VPS1 aus der Bäckerhefe und seinem humanen Homolog DRP1 bereits 
eine Rolle im intrazellulären Proteintransport nachgewiesen worden (Imoto et al., 1998; Rothman et 
al., 1990). Diesbezüglich wurde auch eine Assoziation von humanem bzw. Schaf-Mx1 mit β-Tubulin 
beschrieben (Horisberger, 1992; Racicot and Ott, 2010). Des Weiteren scheint Schaf-Mx1, ähnlich wie 
Galectin-3, einem unkonventionellen Sekretionsweg zu folgen (Toyokawa et al., 2007a). 
Möglicherweise dient es sogar als Regulator in diesem Vorgang (Toyokawa et al., 2007b). Auch im 
umgekehrten Weg, der Endozytose, wurde eine Beteiligung von Mx1 beobachtet. In Schweinezellen 
blockiert Mx1 den Proteintransport von frühen zu späten Endosomen (Palm et al., 2010), während in 
CHO-Zellen das humane MxA einen störenden Einfluss auf den Transport von Transferrin nimmt 
(Jatiani and Mittal, 2004). 
 
1.2.6 Alphakinase-1 (ALPK1) 
 
Die Alphakinase-1 (ALPK1) ist Bestandteil einer relativ neu entdeckten Gruppe von Kinasen, die ihr 
Substratprotein innerhalb von α-helikalen Strukturen phosphorylieren (Ryazanov et al., 1999). Sie 
werden deshalb auch Alphakinasen genannt. Die ALPK1 besitzt ein Molekulargewicht von 137 kDa. 
Ihre Expression beschränkt sich auf Gewebe des Dünndarms, des Magens, der Niere und der 
Lymphknoten. Herkömmliche Proteinkinasen phosphorylieren ihr Substrat an Ser/Thr- oder Tyr-
Resten und besitzen zwar keine Sequenz- aber eine Strukturähnlichkeit mit Alphakinasen.  
ALPK1 wurde, genau wie Annexin II, in immunpräzipitierten SI-Vesikeln durch Massenspektrometrie 
gefunden und die Auswirkung von deren knock-down auf den Transport des apikalen Lipid-Raft-
Proteins SI untersucht (Heine et al., 2005; Jacob et al., 2004). Hier zeigte sich, dass der Ausfall der 
ALPK1 das Zurückhalten der SI im Zellinneren nach sich zog. Als Substrat für die ALPK1 wurde das 
Motorprotein Myosin-1 identifiziert, während die verwandte α-Kinase TRPM7 Myosin-2a 






1.3 Das Endomembransystem 
 
1.3.1 Vesikulärer Transport 
 
Intrazellulärer Proteintransport findet meist mit Hilfe von Vesikeln statt, welche vom 
Donorkompartiment zum Akzeptorkompartiment oder der Zytoplasmamembran wandern. An 
diesem Prozess sind zahlreiche Proteine beteiligt, die für die Entstehung, den Transport und die 
Fusion des Vesikels sorgen (s. Abb. 1.6). Zunächst werden bei der Bildung des Vesikels 
Mantelproteine rekrutiert. Dies können z. B. Clathrin oder COP I- und COP II- spezifische Proteine 
sein. Die zu transportierenden Proteine (Cargoproteine) treten dabei entweder als 
Transmembranprotein selbst über Adapterproteine in Kontakt mit den Mantelproteinen oder 
werden als lösliches Protein über andere transmembranständigen Proteine mit den 
Adapterproteinen und Mantelproteinen verknüpft. Beim Trennvorgang von der Donormembran ist 
das mechano-chemische Protein Dynamin beteiligt, welches durch Anlagerung an den Vesikelhals 
und GTP-Hydrolyse dazu in der Lage ist, das Vesikel von der Donormembran zu trennen. Der 
anschließende Transport findet entweder über Motorproteine entlang des Zytoskeletts statt oder 
durch Diffusion. Die spezifische Erkennung der Zielmembran erfolgt u. a. durch Mitglieder der kleinen 
GTPasen-Familie, den Rab-Proteinen, welche an einen Rezeptor in der Zielmembran binden. Dort 
angelangt, bilden sich Coiled-coil-Strukturen zwischen den v-SNAREs auf den Vesikeln mit t-SNAREs 
auf der Zielmembran. Dadurch entsteht ein sehr enger Kontakt zwischen den beiden Membranen, 







Abbildung 1.6: Vesikulärer Transport 
Der Transport von Vesikeln lässt sich in vier verschiedene Phasen gliedern. 1. Das Abknospen (Budding) am 
Donorkompartiment. Hier bildet sich eine Hülle aus Mantelproteinen. Lösliche Cargoproteine werden über 
Adapter in das entstehende Vesikel gebunden, Transmembrancargoproteine können direkt in Kontakt mit 
Mantelproteinen treten. An der eigentlichen Abtrennung des Vesikels ist das mechano-chemische Protein 
Dynamin beteiligt (nicht abgebildet). 2. Die Bewegung des Vesikels findet am Zytoskelett oder per Diffusion 
statt. 3. Das Andocken an die Akzeptormembran passiert mit Hilfe von Tetheringproteinen. Außerdem sind an 
der Zielfindung Rab-Proteine beteiligt (nicht abgebildet). Bei der Fusion des Vesikels mit der Zielmembran 
bilden v-SNARES auf dem Vesikel Komplexe mit t-SNARES in der Zielmembran. Die entstehenden Coiled-coil 
SNARE-Komplexe (hier: trans-SNARE) sorgen für einen engen Kontakt der beiden Membranen, was schließlich 
zur Verschmelzung führt. TM: Transmembrane; v: vesicle; t: target; SNARE: soluble N-ethylmaleimide-sensitive-




Die meisten Zellen besitzen die Fähigkeit, diverse Substanzen aus dem Extrazellularraum durch 
Einstülpungen der Zytoplasmamembran aufzunehmen. Ähnlich wie beim intrazellulären Transport 
spielt dabei die Entstehung von Vesikeln eine tragende Rolle. Bei der Endozytose kann man dabei 
mindestens zwei verschiedene Typen unterscheiden. Zum einen die Clathrin-abhängige Endozytose 
und zum anderen die Endozytose via Caveolae (Abb. 1.7). Bei der ersteren handelt es sich um einen 





Cargoproteine über den AP-2-Komplex an den Clathrinmantel gebunden werden. Beim Abknospen 
des Endozytosevesikels ist Dynamin beteiligt. Dies gilt sowohl für Clathrin-abhängige 
Endozytoseereignisse, als auch für Clathrin-abhängige Transportprozesse vom TGN aus. Allerdings 
sind dann andere Adapterproteine beteiligt. Der zweite Endozytosemechanismus findet in speziellen 
Lipid-Raft-Domänen auf der Zytoplasmamembran statt (Verkade et al., 2000). Zwei typische Proteine 
in diesen Domänen sind Caveolin und Flotillin, die allerdings nicht beide gleichzeitig dort vorkommen 
(Glebov et al., 2006; Hansen and Nichols, 2009). Caveolin wurde in diesem Zusammenhang als erstes 
entdeckt und war namensgebend. Auch bei diesem Vorgang ist für das Abschnüren des 
Endozytosevesikels Dynamin notwendig. 
Vesikel, die auf eine der beiden erwähnten Arten entstanden sind, werden im Anschluss Teil des 
endosomalen Systems, auf das ich im nächsten Abschnitt näher eingehen werde.  
Für die Hemmung beider Endozytosewege stehen spezifische Substanzen zur Verfügung. So lässt sich 
die Clathrin-abhängige Endozytose beispielsweise durch die Chemikalie Chlorpromazin inhibieren. 
Für die Unterbindung der Endozytose durch Caveolae wird häufig das aus dem Bakterium 
Streptomyces filipinensis stammende Filipin benutzt (Ivanov, 2008). 
 
Abbildung 1.7: Endozytosemechanismen 
Abgebildet sind zwei verschiedene Arten der Endozytose. Zum einen gibt es eine Clathrin-abhängige 
Endozytose, bei der das Mantelprotein Clathrin ein käfigartiges Gerüst an die Zytoplasmamembran baut, 
welches über Adapterproteine mit den aufzunehmenden Proteinen verbunden ist (nicht dargestellt). So 
entsteht eine Membrankrümmung und schließlich eine Einstülpung, welche mit Hilfe von Dynamin von der 
Zytoplasmamembran gespalten wird. Dagegen steht die Endozytose über Caveolae. Dies sind 
Zytoplasmamembraneinstülpungen in Lipid-Raft-Domänen (rot), die die dafür charakteristischen Proteine 
Caveolin und Flotillin tragen. Auch an deren Abknospung ist Dynamin beteiligt. CCP: Clathrin coated pit; CAV: 
Caveolae (abgeändert nach (Delacour and Jacob, 2006)). 
 
1.3.3 Endosomale Kompartimente 
 
Polare Epithelzellen verfügen über ein komplexes System von miteinander kommunizierenden 
endosomalen Kompartimenten, das u. a. von apikalen Proteinen als Durchgangsstation auf dem Weg 





verschiedene Endosomentypen anhand ihrer unterschiedlichen typischen Proteinmarker 
voneinander trennen. Frühe Endosomen, die mit endozytotischen Vesikeln verschmelzen, enthalten 
das Early Endosome Antigen 1 (EEA-1) und außerdem Rab4. Auf die Aufgabe dieser kleinen GTPasen 
wurde in Abschnitt 1.3.1 eingegangen. Vom frühen Endosom aus werden manche Proteine nach dem 
Transport über das späte Endosom im Lysosom abgebaut. Andere gelangen in einem Recycling-
Mechanismus wieder direkt zur Zytoplasmamembran. Eine weitere Möglichkeit besteht darin, über 
das apikale Recycling-Endosom zurück an die Zelloberfläche transportiert zu werden. Ein typischer 
Marker für dieses Kompartiment, dem außerdem auch eine tragende Rolle im Sortieren von apikalen 
und basolateralen Proteinen zugesprochen wird (Cresawn et al., 2007; Thompson et al., 2007), ist 
Rab11. Neben diesem Recycling-Weg konnte auch ein vorwärtsgerichteter Proteintransport vom TGN 
aus durch das gemeinsame Recycling-Endosom (nicht abgebildet) bzw. über die basolaterale 
Zytoplasmamembran festgestellt werden, in dem Rab8 vorzufinden ist (Ang et al., 2003; Sato et al., 
2007). Von den apikalen Markerproteinen LPH und SI ist bekannt, dass sie auf ihrem Weg zur 
apikalen Zytoplasmamembran Rab4, Rab8 und Rab11-positive Kompartimente durchlaufen (Cramm-
Behrens et al., 2008).  
Abbildung 1.8: Endosomale Kompartimente am apikalen Zellpol und ihre Markerproteine 
Abgebildet ist  nur ein Teil der im polaren Proteintrafficking relevanten endosomalen Kompartimente. Durch 
Endozytose aufgenommene Proteine gelangen zunächst in das frühe Endosom, von wo sie entweder weiter 
zum saureren späten Endosom und schließlich ins Lysosom (nicht abgebildet) gelangen. Vom frühen Endosom 
aus kann aber auch ein Recycling zur Zytoplasmamembran stattfinden. Dies kann entweder auf direktem Wege 
oder aber über das apikale Recycling-Endosom passieren. Lipid-Rafts sind als rote Strukturen markiert. Vom 
TGN aus existiert auch ein vorwärtsgerichteter Proteintransport über das Gemeinsame Recycling-Endosom 
oder die basolaterale Zytoplasmamembran. CAV: Caveolae; CCP: Clathrin coated pits; EEA-1: Early Endosome 





Viele Publikationen lassen vermuten, dass es sich bei den endosomalen Kompartimenten um ein sich 
im Fluss befindliches Netzwerk handelt. So befindet sich z. B. Aquaporin-2, ein Protein aus dem 
Sammelrohr des  Nierenepithels, in einem subapikalen Speicherkompartiment, welches außerdem 
den Recycling-Endosomen-Marker Rab11 enthält. Konfokalmikroskopische Aufnahmen lassen auf ein 
tubulo-vesikuläres System dicht unter der apikalen Zytoplasmamembran schließen (Tajika et al., 
2004; Takata et al., 2008). Dieses subapikale Kompartiment wurde auch bereits in Drosophila 
melanogaster beschrieben. Hier konnte gezeigt werden, dass für den Austritt von Proteinen aus 
diesem Kompartiment das Dynamin-Homologe Shibire nötig ist (Hoekstra et al., 2004). Aufnahmen 
mit dem Raster-Elektronenmikroskop von Epithelzellen des proximalen Tubulus der Rattenniere 
geben einen dreidimensionalen Eindruck der subapikalen Region. Hier zeigt sich ein verzweigtes 
Netzwerk aus endosomalen Strukturen dicht unterhalb der apikalen Zytoplasmamembran (Abb. 1.9) 
(Hatae et al., 1997). 
 
Abbildung 1.9: Das subapikale tubuläre Netzwerk im proximalen Tubulus 
Dicht unter der Zelloberfläche von Zellen aus dem proximalen Tubulus der Ratte befindet sich ein tubulo-
vesikuläres Netzwerk endosomaler Struktur wie diese Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme zeigt. Mv: 






1.4 Fragestellungen dieser Arbeit 
 
Die Fragestellung dieser Arbeit kann in vier Teilaspekte untergliedert werden. Anstoßgebend für die 
Anfertigung dieser Dissertation war die Entdeckung des von Galectin-3 abhängigen Transportweges 
zur apikalen Zytoplasmamembran. Zum Zeitpunkt der Publikation dieses Sortierprozesses blieb die 
Frage nach der Art der Vesikel, deren Zusammensetzung, Bildung und Transport offen (1). 
Außerdem war das weitere Schicksal von Galectin-3 nach Beendigung des Sortierprozesses nicht 
geklärt. Dies ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit (2). Des Weiteren wurde in zwei kleineren 
Teilprojekten auf die Rolle der AKPK1 im apikalen Proteintransport in Mäusedünndärmen 
eingegangen (3) und die Rolle von Galectin-3 in humanen klarzelligen Nierenzellkarzinomen näher 
beleuchtet (4).  
 
1) Mit Hilfe der MALDI-TOF-Analyse sollten Komponenten von Transport-Vesikeln im Lipid-Raft-
unabhängigen Transportweg ermittelt werden. Dabei lag das Augenmerk auf potentiellen Motoren, 
Adapterproteinen, Hüllproteinen oder Dynaminen, die für die Bildung, Abschnürung und den 
Transport der Vesikel eine Rolle spielen könnten. Hierfür wurden P75-GFP-Vesikel zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach Verlassen des Trans-Golgi-Netzwerkes aufgereinigt und massenspektrometrisch 
untersucht. Mit diesen Vesikeln wurden außerdem Western-Blot-Analysen durchgeführt. Des 
Weiteren wurden diverse Mikrokopiertechniken wie die konfokale Laserscanning Mikroskopie und 
die TIRF-Mikroskopie genutzt, um den von Galektin-3 initiierten Transportweg zu beobachten. Dabei 
wurden die in der MALDI-TOF-Analyse identifizierten Proteine zusammen mit Galectin-3 oder den 
von Galectin-3 sortierten Proteinen verwendet.    
2) Um den Weg von Galectin-3 nach dem Sortierprozess in der Zelle zu verfolgen, wurden ebenfalls 
mikroskopische Aufnahmen gemacht. Zur Beantwortung der Fragestellung der möglichen Exo- und 
Endozytose des Sortierrezeptors eignete sich besonders die TIRF-Mikroskopie, mit der speziell der 
Bereich der Zytoplasmamembran und ein schmaler Bereich darunter betrachtet werden kann. 
Abgabe und Aufnahme von Galectin-3 aus bzw. in die Zelle wurden außerdem biochemisch 
untersucht.  
3) In ALPK1-Knockout-Mäusen wurde mikroskopisch der korrekte Transport diverser apikaler 
Proteine des Lipid-Raft-abhängigen und Lipid-Raft-unabhängigen Transportweges kontrolliert. 
4) Unter Zuhilfenahme proteinbiochemischer Methoden wie Western-Blot und Co-
Immunopräzipitationen wurde der Rolle von Galectin-3 bei der Entstehung von klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen des Menschen nachgegangen. 




2 Material und Methoden 
2.1 Zellkultur 
2.1.1 Kultivierung diverser Zelllinien 
 
Für die durchgeführten Experimente wurden folgende Zelltypen und Medien verwendet: 
Zelllinie Eigenschaften Medium  
MDCK II Wildtyp (WT) Polare Epithelzelle aus der 
Hundeniere 
MEM                                                 
5 % FKS                                                 
2 mM Glutamin                                
100 U/ml Penicillin                         





MDCK II-Zelllinie, die mit einem 
P75-GFP exprimierenden Plasmid 
stabil transfiziert wurde 
DMEM high glucose (4,5g/l)       
10 % FKS                                               
2 mM Glutamin                              
100 U/ml Penicillin                        
100 mg/ml Streptomycin                   
0,5 mg/ml G418 
MDCKGal3-DsRed MDCK II-Zelllinie, die mit einem 
Gal3-DsRed exprimierenden 
Plasmid stabil transfiziert wurde 
MEM                                                           
5 % FKS                                                       
2 mM Glutamin                                        
100 U/ml Penicillin                                 
100 mg/ml Streptomycin                        
0,2 mg/ml Zeocin 
MDCKP75-GFP/Gal3-DsRed 
 
MDCK II-Zelllinie, die mit einem 
P75-GFP und einem Gal3-DsRed 
exprimierenden Plasmid stabil 
transfiziert wurde 
DMEM high glucose (4,5g/l)                  
10 % FKS                                                
2 mM Glutamin                                      
100 U/ml Penicillin                                
100 mg/ml Streptomycin                        
0,5 mg/ml G418                                     





MDCK II-Zelllinie, die mit einem 
Gal3-DsRed und einem Cav1-YFP, 
Flot-GFP oder Clathrin-CFP 
exprimierenden Plasmid stabil 
transfiziert wurde 
 
MEM                                                           
5 % FKS                                                       
2 mM Glutamin                                        
100 U/ml Penicillin                                   
100 mg/ml Streptomycin                       
0,5 mg/ml G418                                        
0,2 mg/ml Zeocin 
MDCKMx1-GFP MDCK II-Zelllinie, die mit einem 
Mx1-GFP exprimierenden Plasmid 
stabil transfiziert wurde 
DMEM high glucose (4,5g/l)                   
10 % FKS                                                     
2 mM Glutamin                                       
100 U/ml Penicillin                                   
100 mg/ml Streptomycin                        
0,5 mg/ml G418 
Tabelle 2.1: Zelllinien und verwendete Medien 








MDCK II-Zellen (Madin-Darby Canine Kidney) sind polare Zellen aus dem Nierenepithel des Hundes, 
die in Kultur gebracht ein Monolayer ausbilden. Sie wurden von S.H. Madin und N.B. Darby 
vermutlich aus dem distalen Tubulus oder dem Sammelrohr eines Cockerspaniel isoliert. MDCK-
Zellen eignen sich hervorragend für Beobachtungen im polaren Proteintransport. Im Monolayer wird 
der apikale Teil der Plasmamembran durch die Einführung von Tight Junctions vom basolateralen Teil 
getrennt. In geeigneten Kulturgefäßen (auf Filtern) kann man apikale und basolaterale 
Plasmamembran, z. B. in Biotinylierungs- oder Protease-Assays, getrennt voneinander behandeln. In 
MDCK-Zellen wurden die grundlegenden Techniken für die Betrachtung des polaren 
Proteintransports entwickelt. Dieser Zelltyp ist nach ca. 2 Tagen Kultivierung konfluent. Nach 5 Tagen 












2.1.2 Passagieren von Zellen 
 
Alle Zelllinien wurden im Verhältnis 1:4 gesplittet, wenn sie 80-100 % Konfluenz erreicht hatten. Dazu 
wurden nach einmaligem Waschen mit PBS 2,5 ml Trypsin/EDTA auf jede Schale (10 cm) gegeben 
und diese für 15-30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach dem Ablösen der Zellen vom 
Schalenboden wurden diese in 3 ml des jeweiligen Mediums aufgenommen und für 5 min bei 800 
apikal 
basolateral 
Abbildung 2.1: Kultivierung von MDCK-Zellen auf PET-Filtern 
MDCK-Zellen bilden auf festen Substraten wie Plastikschalen oder PET-Filtern ein homogenes Monolayer aus. 
Der apikale Teil mit Mikrovilli ragt nach oben, der basolaterale Teil befindet sich auf dem Substrat. Auf PET-
Filtern kultiviert, kann man apikale und basolaterale Membran mit unterschiedlichen Medien/Substanzen 
behandeln.(Rodriguez-Boulan et al., 2005). 




rpm pelletiert. Das Pellet wurde wiederum in 4 ml des entsprechenden Mediums aufgenommen und 
zu Portionen von 1 ml auf neue Schalen mit 9 ml Medium gegeben.    
 
PBS (Phosphate buffered saline):  
 
140 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
6,5 mM Na2HPO4 
1,5 mM K2HPO4 
pH 7,4; autoklaviert  
 
2.1.3 Einfrieren/Auftauen von Zellen 
 
Zellen können nach sorgfältigem Einfrieren in flüssigem Stickstoff gelagert und wieder aufgetaut 
werden. Zum Einfrieren wurden 2 ml Trypsin/EDTA auf jede Schale gegeben, für 15-30 min bei 37°C 
im Brutschrank inkubiert und in 3 ml Medium aufgenommen. Dann wurden die Zellen für 5 min bei 
800 rpm zentrifugiert, das Pellet in 1 ml Einfriermedium (80 % MEM; 10 % FKS; 10 % DMSO) in ein 
Kryoröhrchen aufgenommen und für 2 h bei -20°C gelagert. Nach einem Tag bei -80°C wurden die 
Röhrchen in Tanks mit flüssigem Stickstoff überführt.  
 
2.1.4 Transfektion von MDCK-Zellen (Lipofektion) 
 
Zellen, die ein bestimmtes Protein nicht von sich aus synthetisieren, können dazu gebracht werden,  
die entsprechende Erbinformation dafür in Form eines Plasmids aufzunehmen. Den Prozess der 
Aufnahme von DNA in eine Eukaryotenzelle nennt man Transfektion. Das transfizierte Plasmid 
enthält dabei das einzubringende Gen des Interesses und meistens ein weiteres Gen, welches für 
eine Antibiotika-Resistenz kodiert. Mit Hilfe dieser erworbenen Resistenz können transfizierte Zellen 
von untransfizierten unterschieden werden. Durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums kann 
man die Zellen eliminieren, die das Plasmid nicht aufgenommen haben. Grundsätzlich kann man 
zwischen einer transienten und einer stabilen Transfektion unterscheiden. Bei einer stabilen 
Transfektion wendet man das oben beschriebene Selektionsverfahren an. Dies führt schließlich zum 
Einbau der transfizierten DNA ins Zellgenom. Im Fall der transienten Transfektion behandelt man die 
Zellen nicht mit einem Selektionsmittel. Die Redundanz der eingebrachten DNA führt schließlich zu 
deren Abbau. 




Als Standard-Transfektionsmethode in dieser Arbeit diente die Lipofektion mittels Lipofectamin2000 
(Invitrogen). Bei diesem Verfahren wird die zu transfizierende DNA in mikroskopisch kleine Lipid-
Tropfen verpackt. Diese fusionieren mit der Zytoplasmamembran und die DNA gelangt ins Zellinnere.  
Als Standard-Protokoll diente die folgende Vorgehensweise: 5 µg DNA wurden mit 1,5 ml MEM (-/-) 
(d.h. ohne Antibiotika, ohne FKS) aufgenommen. In einem separaten Gefäß wurden 10 µl 
Lipofektamin2000 mit 1,5 ml MEM (-/-) gemischt. Beide Flüssigkeiten wurden nach 5 min Inkubation 
bei Raumtemperatur miteinander vermischt und weitere 30 min gemeinsam bei RT inkubiert. Hierbei 
wurde die DNA in die Lipid-Vesikel aufgenommen. Während dieser Zeit wurden die zu 
transfizierenden Zellen, die eine etwa 30 %ige Konfluenz aufwiesen zweimal mit PBS gewaschen. Im 
Anschluss wurde das Lipid-DNA-Gemisch auf die Zellen gegeben. Darauf folgte eine sechsstündige 
Inkubation der Zellen bei 37°C. Das Volumen des Transfektionsansatzes wurde an das jeweilige 
Volumen des Zellkulturgefäßes angepasst.  
Kulturgefäß Tranfektions-Volumen 
10 cm Schale 3 ml 
6 Well Schale 1,5 ml 
24 Well Schale 200 µl 
Tabelle 2.2: Transfektions-Volumina 
 
2.1.5 RNA-Interferenz (siRNA) 
 
Die Transfektion von Zellen mit siRNA (small interfering RNA) ist eine Methode, gezielt die 
Translation bestimmter Gene herabzusetzen. Da die Gene nicht vollständig ausgeschaltet werden, 
spricht man von einem „knock-down“, nicht von einem „Knockout“. Für den siRNA knock-down 
konzipiert man kurze dsRNA-Stücke von 21-23 bp Länge mit 2 bp Überhang am 3‘-Ende, die homolog 
zu Abschnitten der mRNA des herab zu regulierenden Gens sind. In der Zelle bilden siRNAs und 
endogene Proteine den RISC Komplex (RNA induced silencing complex). Der jeweilige antisense 
siRNA-Strang leitet RISC zur komplementären mRNA (Abb. 2.2, Weg 3) Diese wird daraufhin 
geschnitten und es findet keine Transkription statt. Um die Zerstörung der transfizierten siRNA durch 
die eigene Säugetier spezifische Abwehr gegen Viren zu umgehen, hält man die Größe der siRNA 
unter der kritischen Zahl von 30 bp. Größere RNA-Moleküle werden von der Zelle abgebaut. 
Außerdem kann die Zelle mit DNA-Plasmiden transfiziert werden, die short hairpin RNAs (shRNAs) 
kodieren. Diese werden dann von der zytoplasmatischen Nuklease DICER in kleinere siRNAs 
geschnitten (Abb. 2.3, Weg 3).  
 





















Um den Einfluss von Mx1 auf den apikalen Transport diverser Proteine zu untersuchen, wurden 
knock-down Experimente durchgeführt. Da die Degradierung der siRNA durch RNAsen eine Gefahr 
darstellt, wurde unter erhöhten Sauberkeitsbedingungen gearbeitet. Es wurden separate Spitzen, 
Reaktionsgefäße und Pipetten benutzt. Durch die zweifache Transfektion der  Zellen an Tag 2 und 5 
nach Aussähen wurde ein besserer und kontinuierlicherer knock-down von Mx1 gewährt. Die 
eigentlichen Experimente wurden dann an Tag 6 durchgeführt. Die Transfektion der siRNAs erfolgte 
Abbildung 2.2: Funktionsmechanismen von siRNA 
Abgebildet sind drei verschiedene Wege der RNA-Interferenz. Weg 1 kommt nicht in Säugerzellen vor. Hier 
können auch längere dsRNA-Stücke verwendet werden. In Säugerzellen ruft das Einbringen von dsRNA mit 
einer Länge von über 30 bp eine antivirale Abwehrreaktion hervor, die die dsRNA zerstört. Deshalb werden 
entweder shRNA kodierende DNA-Plasmide oder kurze siRNAs transfiziert (Weg2 + 3).  Nach der Prozessierung 
der shRNAs durch DICER zu siRNAs bilden diese gemeinsam mit zelleigenen Proteinen den RISC-Komplex. 
Geführt durch den antisense-RNA-Strang gelangt der RISC-Komplex zur komplementären mRNA. Diese wird 
dann geschnitten und kann nicht mehr transkribiert werden (AMBION, 2006). 




mittels Lipofektion (s. Kapitel 2.2). Ein Transfektionsansatz setzte sich aus folgenden Komponenten 
zusammen: 
3 ml MEM (-/-)                   
10 µl Lipofectamin200                                 
1 µl siRNA (200 µM)   
        
RNA-Interferenz-Experimente wurden mit  folgenden siRNA-Duplices gegen Mx1 durchgeführt: 
 5‘-AUGGAGCGCUGUGAUUGAAtt-3‘ (Sense)      
 5‘-UUCAAUCACAGCGCUCCAUtt-3‘ (Antisense) 
Als Kontrolle wurde zu jedem Experiment eine siRNA gegen die in MDCK-Zellen nicht exprimierte 
Luciferase verwendet: 
5‘-CGUACGCGGAAUACUUCGATT-3‘ (Sense)      
 5‘-UCGAAGUAUUCCGCGUACGTT-3‘ (Antisense) 
Für alle siRNAs wurde eine Konzentration von 200 µM in Nuklease freiem Wasser eingestellt. 
Anschließend wurden Aliquots bei -20°C eingefroren. 
  




2.2 Allgemeine biochemische Methoden 
2.2.1 SDS-PAGE 
 
SDS denaturiert Proteine und lädt sie proportional zu ihrem Molekulargewicht negativ auf. Mit SDS 
behandelte Proteine wandern deshalb in einem Polyacrylamidgel, an das eine Spannung angelegt 
wurde, zum Pluspol. Durch das Vorschalten eines niederprozentigen Sammelgels mit geringerem pH 
erzeugt man eine gleichmäßige Startlinie für alle Proteine. Im Trenngel trennen sich dann die 
Proteine gemäß ihres Molekulargewichtes auf. Solche mit hohem Molekulargewicht laufen 
langsamer durch die Poren des Gels, als solche mit niedrigem. Durch das Variieren der PAA-
Konzentration kann man das Auflösungsvermögen des Gels individuell an das nachzuweisende 
Protein anpassen. Für große Proteine wählt man hochprozentige, für kleine Proteine 
niederprozentige Gele (Laemmli, 1970). Zusätzlich zum SDS werden Proteine durch erhitzen auf 95°C 
denaturiert. DTT löst Disulfidbrücken auf. 
 Trenngel (12 %) Trenngel (10 %) Trenngel (8 %) Trenngel (6 %) Sammelgel (5 %) 
Komponente Volumen in ml Volumen in ml Volumen in ml Volumen in ml Volumen in ml 
dH2O 8,2 9,9 11,5 13,2 5,5 
PAA (30 %) 10 8,3 6,7 5,0 1,3 
Tris 1 M (pH 6,8)     1,0 
Tris 1,5 M (pH 8,8) 6,3 6,3 6,3 6,3  
SDS (10 %) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,08 
APS (10 %) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,08 
TEMED 0,01 0,01 0,015 0,02 0,008 
Gesamtvolumen 25 25 25 25 8 
Tabelle 2.3: SDS-PAGE Zusammensetzung 
 
Probenvorbereitung:  
Alle Proben wurden in Lämmli-Puffer für 8 min auf 95°C erhitzt. 
 
3x Lämmli-Puffer:  
6 % (w/v) SDS        
30 % (w/v) Glycerin        
150 mM Tris-HCl, pH 6,8       
0,02 % (w/v) Bromphenolblau       









Als Laufpuffer wurde 1x Elektrophoresepuffer verwendet. Für das Durchlaufen des Sammelgels 
wurden 80 V Spannung für ca. 30 min angelegt. Im Trenngel dann für ca. 2 h 180 V. Der 




25 mM Tris        
190 mM Glycin       




In SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennte Proteine lassen sich durch Elektrotransfer auf Nitrocellulose-
Membranen, die Proteine binden können, übertragen (blotten). Dazu legt man Gel und Membran 
aufeinander und legt eine Spannung so an, dass die negativ aufgeladenen Proteine in die Membran 
wandern. Anschließend wird die Membran mit einer Milchpulver-Lösung „geblockt“. So werden alle 
nicht besetzten Proteinbindungsstellen besetzt, bevor man mit Antikörpern inkubiert. Diese binden 
dann tatsächlich nur das zu detektierende Protein und nicht die Membran. Es wird also zunächst mit 
dem Erstantikörper inkubiert, der an das protein of interest bindet. Anschließend wird die Membran 
mit PBS gewaschen und der Zweitantikörper, welcher mit dem Ersten interagiert, darauf gegeben. 
Der an das Enzym Horse-Raddish-Peroxidase (HRP) gekoppelte Zweitantikörper wird dann in einer 
Chemielumineszenz-Reaktion nachgewiesen. Dies geschieht, indem man den Blot mit Luminol, dem 
Substrat der HRP benetzt. 
Alle Proteine wurden in einem Semi-Dry-Blotting-Apparat in einer Stunde bei 12 V und 400 mA auf 
eine PROTRAN-Nitrocellulose-Membran (Whatman) geblottet. Der Blot wurde wie folgt aufgebaut: 
Anode / zwei Lagen Whatman-Papier / Nitrocellulose-Membran / Gel / zwei Lagen Whatman-Papier / 
Kathode. Dabei wurden alle Papiere und die Membran in Western-Blot-Puffer getränkt. Dann wurde 
für 1 h in 100 ml einer 5 %igen Milchpulver-Lösung (in PBS; 0,1 % Tween) geblockt. Zum Nachweis 
der Proteine wurden die folgenden Antikörper in den angegebenen Verdünnungen verwendet: 
  




Erstantikörper Distributor Spezies  Verdünnung 
(in 2 ml PBS) 
α-β-Actin Cell Signaling,Danvers, USA Hase polyklonal 1:500 
α-E-Cadherin BD Maus monoklonal 1:1000 
α-β-Catenin SIGMA, St. Louis, USA Hase polyklonal 1:1000 
α-GAPDH Stressgen, Hamburg Maus monoklonal 1:200 
α-Galectin-3 H.P. Elsässer, Marburg Hase polyklonal 1:1000 
α-GFP, full-length Clontech, Mountain View, USA Hase polyklonal 1:500 
α-GP114 A. Le Bivic, Marseille, Frankreich Hase polyklonal 1:2000 
α-GP114 K. Simons, Dresden Maus monoklonal 1:1000 
α-Mx1 (M143) G. Kochs, Freiburg Maus monoklonal 1:1000 
α-Mx1 PTG, Proteintech Group, Chicago, USA Hase polyklonal 1:500 
α-P75 A. Le Bivic, Marseille, Frankreich Maus monoklonal 1:500 
α-α-Tubulin SIGMA, St. Louis, USA Maus monoklonal 1:500 
Tabelle 2.4: Antikörper für Western-Blots 
Die Inkubation der Membranen mit den Erstantikörpern erfolgte ü.N. bei 4°C oder für 1 h bei RT. Die 
mit den Zweitantikörpern für jeweils eine Stunde bei RT. Die Membranen wurden dazu auf einen 
Schüttler geklebt. Dazwischen wurde dreimal in PBS gewaschen. 
Monoklonale Antikörper wurden mit einem α-Maus-HRP-Antikörper, polyklonale mit einem α-Hase-
HRP-Antikörper (BioRad) im Chemielumineszenz-Verfahren (Signal Plus, Pierce) nachgewiesen. Als 
Substrat für die Reaktion diente Luminol welches 1:2 mit einem Reaktionspuffer vermischt wurde (je 




48 mM Tris/HCl 
39 mM Glycin 
0,04 % (w/v) SDS 




Proteine wurden mit 30 % oder 60 % Trichlor-Essigsäure (TCA; 10 % Endkonzentration) gefällt. Dazu 
wurden die Proben mit dem entsprechenden Volumen TCA versetzt, 5 min bei RT geschüttelt und 
anschließend für 30 min bei RT inkubiert. Die denaturierten Proteine wurden für 10 min bei 13000 
rpm in einer Tischzentrifuge pelletiert. Die verbliebene TCA wurde in zwei aufeinander folgenden 
Aceton-Waschschritten entfernt. Hierfür wurde das Pellet mit jeweils 500 μl Aceton versetzt, für 5 
min bei RT geschüttelt und anschließend für 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Proben wurden 
bei RT im Abzug für ca. 30 min getrocknet und in 30 μl Lämmli-Puffer (3x) aufgenommen. 






Mit Hilfe der Co-Immunopräzipitation (Co-IP) kann man Interaktionen zwischen Proteinen qualitativ 
und quantitativ nachweisen. Dieser Technik liegt folgendes Prinzip zu Grunde: Protein A ist ein 
Protein aus dem Bakterium S. aureus, welches Antikörper (IgG) reversibel über ihre Fc-Domäne 
bindet. Koppelt man Protein A  an Sepharose-Kügelchen, so lassen sich alle Antikörper und daran 
assoziierte Proteine durch Zentrifugation pelletieren. 
Als Ausgangsmaterial dienten voll auspolarisierte MDCK-Zellen, die bei 37°C und 5 % CO2 in 
Petrischalen (10 cm) gewachsen waren. Um die Aktivität von Proteasen herabzusetzen, wurde das 
gesamte Experiment auf Eis (4°C) durchgeführt. 
Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und in 300 µl Standardlysispuffer pro Schale 
aufgenommen. Außerdem wurden 10 µl Protease-Inhibitoren-Mix pro Schale zugegeben. Diese 
Zellsuspension wurde zur Lyse in ein Eppendorfgefäß überführt und für 1 Stunde bei 4°C geschwenkt. 
Nach dem Zentrifugieren der Proben für 5 min bei 13000 rpm in einer Tischzentrifuge wurde der 
Überstand für 1 h mit 30 µl Protein A-Sepharose (PAS) inkubiert. Das bei 2000 rpm sedimentierende 
Pellet wurde verworfen. Durch dieses Preclearing sollten alle Proteine, die von sich aus an PAS 
binden und somit für ein falsch positives Ergebnis sorgen würden,  entfernt werden. Mit dem 
Überstand wurde eine Immunpräzipitation durchgeführt. Dazu wurden 0,3 µl des  jeweils 
angegebenen Antikörpers zum Überstand gegeben und für 1 h schwenkend inkubiert. Nach Zugabe 
von 40 µl PAS für eine weitere Stunde wurden die PAS/Antikörper/Protein-Komplexe bei 2000 rpm 
für 1 min pelletiert. Dieses Pellet wurde zweimal mit 500 µl PBS (0,1 % NP-40) und zweimal mit 500 µl 
PBS gewaschen und anschließend in 20 µl Lämmli-Puffer (3x) aufgenommen. Dann wurden die 
Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und im Western-Blot nachgewiesen. 
 
Standardlysispuffer:  
25 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
50 mM NaCl       
0,5 % Natriumdeoxycholat       
0,5 % Triton-X-100 
  






Um den Einfluss eines Proteins auf den apikalen Sortierapparat untersuchen zu können, kontrolliert 
man mittels einer Oberflächen-IP, ob bestimmte apikale Markerproteine  durch den knock-down des 
entsprechenden Proteins in deren Verteilungsverhalten auf die apikale Zytoplasmamembran gestört 
werden. In diesem Experiment werden alle Proteine radioaktiv markiert, indem man der Zelle 
Methionin zufügt, in dem das radioaktive Isotop S35 eingebaut wurde. Apikale Proteine gelangen an 
die apikale Zytoplasmamembran und werden dort durch die Zugabe eines entsprechenden 
Antikörpers von diesem gebunden. Anschließend werden die Zellen lysiert und die Protein-
Antikörperkomplexe mittels Protein-A-Sepharose präzipitiert (vgl. Co-IP), in einer SDS-PAGE 
aufgetrennt und mittels Phospho-Imager sichtbar gemacht. So erhält man einen quantifizierbaren 
Eindruck darüber, welche Menge des apikalen Markerproteins noch an seinen Bestimmungsort 
gelangt. Durch die Zugabe des Antikörpers zum verbliebenen Zelllysat kann man herausfinden, ob 
das apikale Markerprotein im Zytosol verblieben ist. Gibt man den Antikörper auf die basale 
Zytoplasmamembran, kann man feststellen, ob das apikale Markerprotein fehlsortiert wurde. Die 
differenzierte Zugabe des Antikörpers wird durch die Kultivierung der Zellen auf PET-Filtern 
ermöglicht.  
Zunächst wurden die Zellen dünn auf 6 Well PET-Filter ausgesät und am darauf folgenden Tag und 
am 4. Tag nach Aussaat mit siRNA transfiziert. Am 6. Tag wurde die Oberflächen-IP durchgeführt. 
Hierfür wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 1 h lang mit Methionin freiem Medium 
(MEM) inkubiert. Diese Methionin-Depletion sorgte dafür, dass ein Großteil des in der Zelle 
vorhandenen Methionins aufgebraucht wurde. Im nächsten Schritt wurde mit dem radioaktiven 
Schwefel-Isotop S35 markiertes Methionin (60 µCi/Filter) für 2 h auf die Zellen gegeben (Pulse). Somit 
wurde in alle neu synthetisierten Proteine S35 Methionin eingebaut. Darauf folgte eine 4 bzw. 
6stündige Inkubation der Zellen in herkömmlichem MEM (+Methionin). Während dieser Zeit wurden 
die apikalen Markerproteine, je nach Einfluss der transfizierten siRNA, in die apikale 
Zytoplasmamembran transportiert. Dann wurden die für das jeweilige apikale Markerprotein 
spezifischen Antikörper für 2 h auf die apikale oder basale Oberfläche gegeben (s. Tabelle). Ab 
diesem Zeitpunkt folgten alle Inkubationen bei 4°C. Danach wurde fünfmal mit PBS (0,1 % BSA) und  
zweimal mit PBS gewaschen. Pro Filter wurden dann 800 µl Lysispuffer (+10 µl PI/ml)auf die Zellen 
gegeben und für 20 min stehen gelassen. Die Zellen wurden abgeschabt und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt. Zellkerne und Debris wurden bei 13000 rpm für 30 min abzentrifugiert, 
der Überstand in ein neues Gefäß pipettiert und für ca. 14 h mit 70 µl PAS geschwenkt. Die mit 
Antikörper-Antigen-Komplex beladenen Sepharose-Beads wurden für 1 min bei 5000rpm 




abzentrifugiert, zweimal mit 300 µl Waschpuffer 1 und zweimal mit 500 µl Waschpuffer 2 gewaschen 
und in 25 µl Lämmli-Puffer (3x) aufgenommen. Der aus dem vor dem Waschen erfolgten 
Zentrifugationsschritt hervorgegangene Überstand enthielt das Zelllysat. Mit diesem wurde eine 
weitere IP mit dem jeweils gleichen Antikörper durchgeführt. Auch diese Sepharose-Beads wurden 
wie oben beschrieben gewaschen und in 25 µl Lämmli-Puffer (3x) aufgenommen. Anschließend 
wurde eine SDS-PAGE durchgeführt, dass Gel getrocknet und in einer Metallkassette mit einem 
Phospho-Imager-Screen bedeckt. Dieser wurde nach ca. 4 Tagen im Phospo-Imager analysiert. 
 
apikales Markerprotein Antikörper Volumen (apikal oder basal) Volumen (Lysat) 
P75-GFP ME 20.4 1 µl 0,3 µl 
Tabelle 2.5: Antikörper für Oberflächen-Immunopräzipitation 
 
Lysispuffer  (pH 8,0): 
Tris   25 mM  1,51 g                       
NaCl   50 mM  1,46                                                                                                                 
Na-Desoxycholat 0,5 %  2,5 g                                               
Triton X-100  0,5 %  2,5 g                          
dH2O      ad 500 ml 
pH-Wert einstellen  
 
Waschpuffer I: 
Triton X-100 0,5 %  2,5 g              
Na-Desoxycholat 0,005 % 250 mg        
    ad 500 ml PBS 
Waschpuffer II (pH 8,0): 
NaCl  500 mM 14,61 g                        
Tris  125 mM 7,56 g                                                                        
EDTA  10 mM  1,86 g                                            
Triton X-100 0,5 %  2,5 g 
ad 500 ml dH2O   
pH-Wert einstellen   
  






Um der Frage nachzugehen, ob Mx1 ein Membran assoziiertes Protein ist, wurden Membranen aus 
MDCK-Zellen aufgereinigt. Eine etablierte Methode, Zellen in ihre Bestandteile aufzutrennen ist, sie 
aufzuschären und die Bruchstücke gemäß ihrer Dichte in einer Dichtegradienten-Zentrifugation 
voneinander zu trennen. Teile mit höherer Dichte – wie z.B. Organelle und Zellkerne – werden sich 
dabei im unteren Bereich des Gradienten ansammeln, Teile mit geringerer Dichte im oberen Bereich. 
Trägt man die zerstörten Zellen auf den Boden eines solchen Gradienten auf, so werden die 
Membranen (Plasmamembran, ER-Membran, Golgi-Membran, Vesikel-Membranen) im Laufe der 
Zentrifugation nach oben schwimmen („floaten“). Handelt es sich dabei um einen nicht linearen 
Gradienten, so sammeln sich alle Membranfragmente  an der Phasengrenze zu der Phase, die sie auf 
Grund ihrer dafür zu hohen Dichte nicht mehr passieren können.   
Als Gradienten-Lösung wurde Iodixanol (Produktname: Nycodenz von Axis-Shield, Oslo) verwendet. 
Das gesamte Experiment wurde auf Eis (4°C) durchgeführt. Außerdem wurden alle verwendeten 
Lösungen mit 10 µl Protease-Inhibitoren-Mix pro 1 ml Lösung versetzt. Pro Membran-Präparierung 
wurden 6 Schalen (10 cm) voll auspolarisierter Zellen eingesetzt. Diese wurden dann zweimal mit PBS 
gewaschen, in 1 ml PBS pro Schale aufgenommen und in ein 15 ml Falcon-Gefäß überführt.  Die 
Zellen wurden in einem 5minütigen Zentrifugationsschritt bei 1500 rpm pelletiert, in 1 ml Nycodenz 
(5%) aufgenommen und wie folgt aufgeschlossen:  
- 20 Mal in eine blaue Mikropipetten-Spitze aufsaugen (Zellen lösen sich voneinander) 
- 30 Mal in eine 1 ml Spritze mit 26G-Kanüle aufsaugen (Plasmamembran wird zerstört) 
- 10 Mal im Dounce-Homogenisator aufscheren (Plasmamembran wird zerstört) 
Diese Suspension wurde für 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert. So trennten sich intakte Zellen, 
Zellkerne und Zelldebris vom sogenannten postnukleären Überstand (PNS), welcher dann in die 60 %-
Fraktion eines nichtlinearen Nycodenz-Gradienten gemixt wurde (s. u.), mit dessen Hilfe die 
Membranfragmente weiter von z.B. Mitochondrien, Peroxisomen, restlichen Zellkernen usw. 
getrennt werden sollten.  
Dieser Gradient wurde für 20 Stunden bei 38000 rpm und 4°C im Vakuum in einer Ultra-Zentrifuge 
zentrifugiert. Die Membranfraktion in der Interphase zwischen Nycodenz (30 %) und Nycodenz (20 
%) wurde vorsichtig mit einer Pasteurpipette (ca. 1 ml) abgenommen und nach dem Vermischen mit 
10 ml HEPES (10 mM) für 2 Stunden bei 38000 rpm, 4°C im Vakuum pelletiert. Das Pellet wurde 




anschließend in Lämmli-Puffer (3x) aufgenommen und in einer SDS-PAGE mit anschließendem 
Western-Blot analysiert. 
 
10 mM HEPES:  (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethan-sulfonsäure) (pH 7,4) 
Nycodenz (60 %): 60g Nycodenz mit H2Odd auf 100 ml aufgefüllt    
Nycodenz (30 %): Nycodenz (60 %) in HEPES (pH7,4) verdünnt    
  






Proteine im klassischen sekretorischen Weg können während ihres Transports durch ER und Golgi-
Apparat in diesen Kompartimenten aufgehalten werden (Ladinsky et al., 2002). Bei 15°C funktioniert 
der Proteintransport zwischen cis- und trans-Golgi-Kompartiment nicht mehr. So sammeln sich alle 
Proteine im cis-Golgi-Netzwerk. Bei 20°C bleiben die Proteine im trans-Golgi-Netzwerk „hängen“ 
(TGN-Block). Durch die Zugabe des Protein-Biosynthese-Hemmers Cycloheximid in das Kulturmedium 
nach ca. 2 h TGN-Block verhindert man die Synthese von neuen Proteinen und alle bis zu diesem 
Zeitpunkt synthetisierten sammeln sich im TGN. Kultiviert man diese synchronisierten Zellen darauf 
wieder bei 37°C, so werden alle Proteine wieder aus dem blockierten Kompartiment entlassen. Auf 
diese Art und Weise kann man z.B. die Zeit messen, die ein Protein braucht, um zur Plasmamembran 
transportiert zu werden, wann zwei Proteine nach dem Verlassen des TGN miteinander interagieren 
oder wie sich die Proteinzusammensetzung sekretorischer Vesikel auf dem Weg zur 
Zytoplasmamembran ändert. 
Hierfür wurden voll auspolarisierten Zellen für vier Stunden bei 20°C und 5 % CO2 inkubiert. In den 
letzten beiden Stunden wurde das herkömmliche Medium gegen Medium mit Cycloheximid 
(100μg/ml) ausgetauscht. Für den TGN-Release wurden die Zellen dann wieder für 0, 1, 5, 10, 20, 30, 
45 oder 60 Minuten bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Pro Zeitpunkt wurden je 6 Platten (10 cm) Zellen 
benutzt, um damit eine Vesikel-Immunpräzipitation durchzuführen. 
  






Mittels der Vesikel-Immunopräzipitation kann man Vesikel, die ein bestimmtes Antigen tragen aus 
der Gesamtpopulation isolieren. Zunächst führt man dazu eine Gesamt-Vesikelaufreinigung durch. 
Hierfür schließt man die Zellen mechanisch auf und trägt das erhaltene Zell-Lysat auf einen 
Saccharose-Stufengradienten auf. Nach Ultrazentrifugation liegen die einzelnen Zellfraktionen in 
definierten Regionen des Stufengradienten vor. Die durch ihren hohen Lipid-Anteil leichten Vesikel 
sind in der oberen Hälfte vorzufinden.  
Alle Arbeitsschritte erfolgten aus Schutz vor Abbau durch Proteasen bei 4°C. Die einem TGN-Exit 
unterzogenen Zellen wurden nun  zweimal mit PBS gewaschen, in 1 ml PBS (+Protease-Inhibitoren 10 
µl/ml) abgekratzt und aufgenommen und anschließend für 5 min bei 800 rpm und 4°C pelletiert. Das 
Pellet wurde in 1 ml HB-T-Puffer (+PI 10 µl/ml) resuspendiert. Die Zellen wurden durch 15 Mal 
aufsaugen durch eine 23G-Kanüle in eine 1 ml Spritze aufgeschlossen. Zellkerne wurden durch eine 
Zentrifugation des Zell-Lysates für 5 min bei 13000 rpm und 4°C entfernt, der Überstand auf die oben 
gezeigten Stufengradienten aufgetragen. Dieser wurde durch vorsichtiges Übereinaderschichten der 
oben angegebenen Saccharose-Lösungen (in 1 mM Mg-Acetat/10 mM Tris-HCl, pH 7,4) mittels 
Glaspipette erstellt. Nach 2,5 h Zentrifugation bei 36000 rpm und 4°C sammelten sich die Vesikel mit 
der favorisierten Größe in der Interphase zwischen 1,3 M und 0,8 M Saccharose-Fraktion. Der 
Gradient wurde dann mit einer Peristaltik-Pumpe von oben in 1 ml- Fraktionen separiert. Die obere 
Fraktion wurde verworfen. Mit den Fraktionen 2 bis 5 wurde eine Immunpräzipitation durchgeführt. 
Zunächst wurde jede Fraktion nochmals mit Protease-Inhibitoren versetzt(10 µl/ml). Daraufhin 
wurden pro Fraktion 30 µl Protein-A-Sepharose-Beads (PAS) zugegeben, für 1 h geschwenkt und für 1 
min bei 2000 rpm zentrifugiert. Im erhaltenen Pellet sammelten sich PAS-Beads und unspezifisch 
daran gebundene Proteine. Der Überstand wurde über Nacht mit 0,3 µl des entsprechenden 
Antikörpers inkubiert. Im Fall von MDCKP75-GFP-Zellen wurde mit einem polyklonalen α-GFP-
Antikörper „gefischt“. Dieser konnte dann an das in der zytoplasmatischen Domäne von P75 
sitzenden GFP binden und damit P75-GFP positive Vesikel an die PAS-Beads assoziieren, die im 
Anschluss an die Antikörper-Inkubation für 2 h in die Fraktionen gegeben wurden. Die so erhaltenen 
Komplexe aus PAS-Beads, α-GFP-Antikörper und daran gebundene P75-Vesikel wurden für 2 min bei 
2000 rpm pelletiert, sechsmal mit HB-T-Puffer gewaschen und in HB-T-Puffer eingefroren. Mit den so 
erhaltenen P75-Vesikeln wurden dann entweder 2D-Gele mit anschließender MALDI-TOF-Analyse 
durchgeführt oder sie wurden im Western-Blot untersucht. 
 
 





HB-T Puffer :  
 
Triethanolamin  10mM    
EDTA   1mM      
Saccharose  250mM   
mit Essigsäure pH 7,4 einstellen 
  






In der 2D-Gelelektrophorese spielen zwei verschiedene Determinanten von Proteinen eine Rolle. 
Zum einen handelt es sich dabei um den Isoelektrischen Punkt und zum anderen um das 
Molekulargewicht. In diesem Verfahren werden Proteine nach beiden Eigenschaften voneinander 
getrennt. Auf diese Weise erhält man ein verbessertes Auflösungsvermögen im Vergleich zur 
klassischen eindimensionalen SDS-PAGE, in der man ausschließlich das Molekulargewicht betrachtet.  
In der sogenannten 1. Dimension werden Proteine nach Denaturierung durch Harnstoff im 
elektrischen Feld in einem immobilisierten pH-Gradienten aufgetrennt. Membranproteine werden 
durch den Einsatz geeigneter nicht-ionischer Detergenzien wie ASB-14 und CHAPS solubilisiert.  Jedes 
Protein wandert dabei in den pH-Bereich, der seinem Isoelektrischen Punkt entspricht. Es trägt 
daraufhin keine Netto-Ladung mehr und kann nicht mehr im elektrischen Feld wandern.  Im 
Gegensatz zur sogenannten 2. Dimension wird hier auf den Einsatz eines denaturierenden 
Ladungsträgers wie SDS verzichtet, der die Separierung der Proteine nach ihrer Eigenladung, die am 
Isoelektrischen Punkt gleich Null ist, verhindern würde.                
Für die 2. Dimension werden die Proteine dann mit SDS behandelt. Dieses lagert sich zu einem zum 
Molekulargewicht des Proteins proportionalen Anteil an und gibt ihm eine entsprechend große 
negative Ladung. Außerdem werden Disulfid-Brücken durch den Einsatz von DTT geöffnet. 
Iodacetamid verhindert durch Acetylierung der frei gewordenen Cysteine deren Neubildung. Durch 
das Anlegen einer elektrischen Spannung werden die Proteine nun nach ihrem Molekulargewicht 
voneinander getrennt (vgl. SDS-PAGE). Die so erhaltenen Gele können mit verschiedenen 
Färbetechniken behandelt und in der Massenspektrometrie untersucht werden.      
 
2.8.1 Erste Dimension: Die isoelektrische Fokussierung 
 
Für die Auftrennung der Proteine in der 1. Dimension, sprich nach ihrem Isoelektrischen Punkt, 
wurden die Vesikelpräparationen aus je 48 Platten (10 cm) in 600 µl Rehydrierungs-Lösung  durch 30 
min schwenken bei 4°C gelöst. Anschließend wurden die nun leeren PAS-Beads für 5 min bei 10000 
rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Proteine enthaltende Überstand wurde in die 1D-
Equilibrierungskammer pipettiert und mit einem auf einem Plastikstreifen immobilisierten pH-
Gradientengel (GE Healthcare, Immobiline DryStrip pH 3-10, 18 cm) bedeckt. Dann wurde beides mit 
PlusOne DryStrip Cover Fluid (Amersham) bedeckt, um ein austrocknen der Probe zu verhindern. Im 
Anschluss wurde das Gel für 2 h bei 20°C mit der Probe equilibriert, danach folgte die Auftrennung 
der Proteine im elektrischen Feld durch das Anlegen einer Spannung (20°C) nach folgendem Schema: 










Tabelle 2.6: Programm für die isoelektrische Fokussierung 
Nach Abschluss der Elektrophorese wurde der 1D-Streifen bei -20°C gelagert. Vor dem Auftragen auf 
das Gel für die 2. Dimension wurde der 1D-Streifen zunächst wieder aufgetaut und durch sukzessive 
Behandlung mit DTT, Jodacetamid und SDS für die Auftrennung der enthaltenen Proteine nach ihrem 
Molekulargewicht vorbereitet. Hierfür wurde der Streifen für 15 min in einer DTT-Lösung 
geschwenkt, danach für 20 min in einer Jodacetamid-Lösung und zuletzt für 20 min in einer SDS-
Lösung. Zwischen den beiden letzten Schritten wurde der Streifen durch Auflegen eines mit H2Oad 
iniect. getränkten Whatman-Papieres von verbliebener Cover Fluid gesäubert. Als Inkubationsgefäß für 
diese Equilibrierungsschritte diente ein PYREX-Kulturröhrchen (Größe 20).  
DTT-Lösung:  
Equilibrierungs-Puffer  10 ml       




Equilibrierungs-Puffer  10 ml 
Jodacetamid   160 mg 




Laufpuffer (1x)   10 ml 
SDS    300 mg 
Bromphenol-Blau  6,25 µl/ml 
 
2.8.2 Zweite Dimension: Das SDS-Gradientengel 
 
Auf die Auftrennung der Proteine nach ihrem Isoelektrischen Punkt folgte die Auftrennung nach 
deren Molekulargewicht in einem modifizierten SDS-Polyacrylamidgel. Um ein möglichst breites 
Molekulargewichtsspektrum abzudecken wurden Gradientengele verwendet, deren Polyacrylamid-
Konzentration zwischen 6 und 16 % lag. Jedes Gel setzte sich aus folgenden Komponenten 
zusammen: 




Komponente  Trenngel (6 %) Trenngel (16 %) 
 Volumen (ml) Volumen (ml) 
dH2O 11 0 
Laufpuffer (4x) 5 5 
Acrylamid-PDA-Lösung  (30,8 %) 3,9 10,4 
Glycerin 0 4,5 
SDS (10 %) 0,198 0,198 
APS (10 %) 0,109 0,074 
TEMED 0,012 0,010 
Gesamtvolumen ca. 20 ca. 20 
Tabelle 2.7: 2D SDS-PAGE Zusammensetzung 
Diese wurden getrennt voneinander zusammenpipettiert und mit Hilfe eines Gradientenmixers zu 
einem Gradientengel vereinigt. 
Der wie in Schritt a) behandelte 1D-Streifen wurde nun vorsichtig auf das vorbereitete Gel geschoben 
und mit warmer Agarose-Lösung bedeckt. Um eine Tasche für den Protein-Standard-Marker zu 
schaffen, wurde am Rand des Gels ein Plastikstückchen eingelassen. Nach Aushärten der Agarose für 
20 min bei 4°C wurde der Protein-Standard-Marker zugegeben und der Gel-Lauf gestartet. Zunächst 
wurde für 2 h eine Spannung von 20 V angelegt, danach für 18 h 100 V. Alle Gele wurden im 
Folgenden mit Coomassie-Blau und Silber gefärbt. 
1D-Puffer:  
Harnstoff  7M 6,25 g         
Thio-Harnstoff 2M 1,9 g          
ASB 14  2 % 250 mg               
CHAPS  4 % 500 mg          
H2O ad iniect.  auf 12,5 ml auffüllen 
 
Rehydrierungs-Lösung:   
1D-Puffer   1 ml         
Ampholyte  0.5 % (max) 4.8 µl/ml        
DTT   0.28 %  2.8 mg/ml        
BBP   0.2 %  6.25 µl/ml 
 
Tris-Lösung (50 ml):  
Tris  50 mM  0,303 g         
H2O ad iniect..            
pH 8,8 einstellen 
 
 




Laufpuffer (1l):   
Tris   25 mM  3,029 g        
Glyzin   0,192 mM 14,42 g        
SDS   0,1 %  1 g        
Natrium-Thiosulfat 5 mM  1,24 g        
dH2O  
 
Equilibrierungs-Puffer:   
Harnstoff  6 M  7,2 g        
Glycerol   6 ml         
SDS    300 mg         
H2O ad iniect..   6,7 ml         
Tris (pH 8.8)   2 ml (aus 50 ml) 
 
Agarose-Lösung:  
Laufpuffer (1x)  40 ml         
Agarose (low melting) 0,4 g 
 
Acrylamid-PDA-Lösung (100ml):  
Acrylamid (40 %) 30 %  75 ml        
PDA     0,8g        
H2O ad iniect.    25 ml 
→ Aluminiumfolie, 4°C 
 
  






Alle 2D-Gele wurden zunächst mit Coomassie-Blau gefärbt. Im Anschluss wurde eine Silber-Färbung 
durchgeführt. Diese zweifache Färbung stellte sich als sensitiver als eine alleinige Silber-Färbung 
heraus. 
Die Proteine wurden durch eine zweimalige einstündige Inkubation in der Fixierlösung im Gel fixiert. 
Daraufhin wurden die Gele für dreimal dreißig Minuten mit Wasser gewaschen. Anschließend folgte 
die Inkubation in der Färbelösung. Nach einer Stunde wurden 100 mg Kolloidal Blau (G250) zur 
Lösung gegeben und für 24 h geschüttelt. Der blaue Farbstoff bindet dabei an basische und 
aromatische Aminosäurereste. 
 
Fixierlösung (300 ml):  
Ethanol  150 ml           
H3PO4 (85 %) 9 ml           
dH2O  143 ml        
 
Färbelösung (300 ml):  
Methanol  102 ml          
Ammoniumsulfat 51 g          
H3PO4 (85 %)  6 ml          
dH2O   172 ml         




Im Gegensatz zum Coomassie-Gel in dem 100ng Protein pro Bande nachgewiesen werden können, 
erhöht sich beim Silber-Gel die Sensitivität nochmals mindestens um den Faktor 100 auf 0,1 – 1 
ng/Bande. Die Färbung beruht auf der Bindung von Ag+-Ionen an Glu-, Asp-, und Cys-Reste der 
Proteine. In alkalischer Lösung reduziert Formaldehyd dann Ag+ zu Ag, welches als schwarzer 
Niederschlag sichtbar wird. 
Die bereits mit Coomassie gefärbten Gele wurden dreimal 30 min mit a. dest. gewaschen und 
nochmals für 1 Stunde in Fixierlösung inkubiert. Darauf folgten drei aufeinander folgende 20minütge 
Waschschritte in der Waschlösung. Dann wurde für 2 min in einer Natriumthiosulfatlösung inkubiert 
und dreimal 3 Minuten in a. dest. gewaschen. Als nächstes wurden die Gele für 20-30 min in der 




Silberlösung geschwenkt und daraufhin zweimal in a. dest. gewaschen. Nach ca. 5 Minuten in der 
Entwicklerlösung wurde die Färbung durch 30minütge Behandlung mit der Stoplösung beendet. Die 




Methanol 50 % 125 ml       
Essigsäure 12 % 30 ml          
Formaldehyd  0,05 % 125 µl         
dH2O  95 ml          
 
Waschlösung:  
Methanol 50 % 375 ml        
dH2O   375 ml         
   
Natriumthiosulfatlösung:  
Natriumthiosulfat (10 %) 0,02 % 500 µl        
dH2O     250 ml       
     
Silberlösung:  
Silbernitrat 0,2 %  1 g        
Formaldehyd 0,076 % 125 µl         
dH2O    500 ml  
Lagerung bei 4°C  
   
Entwicklerlösung:  
Kaliumcarbonat  6 %  15 g       
Natriumthiosulfat (10 %) 0,00004 % 31,25 µl      
Formaldehyd   0,05 %  125 µl       
dH2O      250 ml 
 
Stopplösung:  
Methanol 50 % 125 ml       
Essigsäure 12 % 30 ml          
dH2O  125 ml 
         
  





2.11 Massenspektrometrie: MALDI-TOF 
 
Das Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation – Time Of Flight Verfahren (MALDI-TOF) ist eine 
spezielle Art von Massenspektroskopie, mit der man u. a. unbekannte Proteine identifizieren kann. 
Grundlegendes Prinzip ist hierbei die Ionisierung von Protease verdauten Peptiden und deren 
unterschiedliche Flug-Geschwindigkeit durch ein elektrisches Feld.           
Für die Analyse von Proteinen in einem MALDI-TOF-Massenspektrometer müssen diese zunächst 
durch eine Protease geschnitten werden. Häufig wird hierfür Trypsin verwendet. Dieses spaltet 
Proteine C-terminal an Lysin- oder Arginin-Resten (bei einem C-terminal zur Schnittstelle gelegenen 
Prolin erfolgt keine Spaltung). Durch diesen Verdau entsteht ein für jedes Protein charakteristisches 
Muster von Peptidfragmenten definierter Größe. Findet die Proteinspaltung im zuvor durchgeführten 
2D-Gel statt, so spricht man vom In-Gel-Verdau. Nach diesem Schritt müssen die Proteine aus dem 
Gel in Lösung gebracht werden. Hierzu dienen die Extraktionsmittel Trifluoressigsäure und 
Acetonitril. Wobei Acetonitril das Anhaften von Proteinen an Reaktionsgefäße verringern soll. Die 
beiden Chemikalien werden nach der Extraktion in einer Vakuumzentrifuge wieder entfernt. Für die 
Analyse im Massenspektrometer müssen die Proteine dann auf einen Probenträger (Target) 
aufgebracht werden. Dazu dient eine stabile Stahlplatte. Für das Auftragen auf das Target werden 
spezielle Pipettenspitzen (ZipTips) benutzt. In diesen befindet sich eine poröse Protein bindende 
Substanz, in der die Peptide aufgenommen werden und mit der sog. Matrix (α-Cyano-4-
hydroxyzimtsäure) in Kontakt kommen. Beides zusammen wird auf das Target pipettiert. Dort kommt 
es zur Kokristallisierung von Matrix und Peptiden. Diese Verfahren nennt man Dried-Droplet-
Verfahren. Im Spektrometer wird nun das Kokristallat mit einem Laser beschossen, dessen 
Wellenlänge stark von der Matrix absorbiert wird. Dabei wird soviel Energie frei, dass sich Peptide 
und Matrix gemeinsam explosionsartig vom Target ablösen (Desorption). Gleichzeitig findet hierbei 
die Ionisierung der Peptide statt, die daraufhin im elektrischen Feld (Vakuum) beschleunigt werden. 
Alle Peptide tragen dabei eine zu ihrem Molekulargewicht proportionale positive Ladung. Aufgrund 
dieser unterschiedlichen Ladung brauchen große Peptide länger als kleine, um das elektrische Feld zu 
durchqueren und werden erst später am Detektor ankommen. Sie benötigen also eine längere 
Flugzeit (Time Of Flight). Diese Flugzeit (tof) ist proportional zur Wurzel des Quotienten aus der 
Masse des Peptides (m) und dessen Ladungszahl (z). 
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Am Detektor wird das Auftreffen der Peptide in ein elektrisches Signal umgewandelt. Dieses wird 




 ) aufgetragen wird. So entsteht ein für jedes einzelne Protein charakteristisches Bild 















Um die Verunreinigung der Proteinproben mit Proteinen aus der Umwelt zu verhindern, wurden alle 
Arbeitsschritte zur MALDI-TOF-Analyse mit Handschuhen durchgeführt. Es wurden außerdem 
separate, nicht autoklavierte Pipettenspitzen und Eppendorf-Reaktionsgefäße benutzt. Alle 
Laborutensilien wurden vor Gebrauch mit Alkohol (70 %) gesäubert.  
Vor der Analyse im Massenspektrometer wurden die Protein-Spots mit einem Skalpell aus dem 2D-
Gel geschnitten und in separate Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. In diesen wurde die 
anschließende Entfärbung durchgeführt, da entfärbte Peptide ein besseres Ergebnis in der MALDI-
TOF-Analyse liefern. Die Entfärbelösung wurde aus je einem Teil Kaliumferrocyanid (30 mM) und 
einem Teil Natriumthiosulfat (100 mM) hergestellt. 50 µl dieser Flüssigkeit wurden auf jeden Protein-
Spot gegeben, gevortext und solange inkubiert, bis die schwarze Silberfärbung nicht mehr zu sehen 
war. Darauf wurde dreimal mit H2Oad iniect. gewaschen und für 20 min mit Ammoniumbicarbonat (50 
mM) inkubiert. Darauf folgte ein weiterer Waschschritt inH2Oad iniect. und mehrere Inkubationsschritte 

















Abbildung 2.3: Prinzip der MALDI-TOF Massenspektrometrie 




entfärbten Gelstückchen im geöffneten Reaktionsgefäß in einen Brutschrank (37°C, 5 % CO2, feucht) 
1 bis 2 h getrocknet, bis sie nicht mehr am Reaktionsgefäß kleben blieben.  
 
2.11.2 Trypsin-Behandlung („In-Gel-Verdau“) 
 
Die Proteine in den getrockneten Gelstückchen wurden anschließend mit Trypsin geschnitten. Die 
Trypsinlösung setzte sich dabei wie folgt zusammen:  Jedes µg Trypsin (Promega Gold) wurde in 1 µl 
Essigsäure (50 mM) gelöst. 1 µl dieser Trypsin/Essigsäure-Lösung wurde dann in 100 µl 
Ammoniumbicarbonat (50 mM) aufgenommen. 10 µl der Trypsin-Lösung wurden über Nacht bei 
37°C auf jeden Protein-Spot gegeben. Danach wurde überschüssige Trypsinlösung entfernt und die 
entstandenen Peptide aus dem Gel gelöst. Hierzu diente die aufeinanderfolgende 30minütige 
Inkubation der Gel-Stückchen mit zunächst 25 µl dann 10 µl der Extraktionslösung (0,1 % 
Trifluoressigsäure, 50 % Acetonitril). Somit entstanden 35 µl Proteinextrakt pro Gel-Stückchen. 
Dieses wurde durch einen ca. 15-30minütigen Zentrifugationsschritt in einer Vakuumzentrifuge auf 
ca. 15 µl eingeengt. Außerdem wurden so Trifluoressigsäure und Acetonitril aus der Lösung entfernt.  
 
2.11.3 Auftrag auf das MALDI-Target 
 
Im letzten Präparationsschritt wurden die Peptide mit der Matrix auf das MALDI-Target aufgebracht. 
Hierfür wurden spezielle Spitzen verwendet (ZipTips, Millipore). Diese wurden zunächst durch Auf- 
und Abpipettieren dreimal mit Acetonitril (50 %) und dreimal mit Trifluoressigsäure (0,1 %) inkubiert. 
Daraufhin wurde zehnmal die Peptidlösung auf- und abpipettiert. So wurden die Peptide an das in 
den ZipTips befindliche Silikat gebunden. Danach wurde noch einmal Trifluoressigsäure auf- und 
abpipettiert und zum Schluss ca. 15 µl Matrix in die ZipTips aufgenommen. Dieses Gemisch wurde 
dann auf das MALDI-Target aufgetragen und an der Luft getrocknet. 
 
Matrix:  
α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure         








2.11.4 MALDI-TOF Massenspektrometer 
 
Alle massenspektrometrischen Messungen wurden an einem Ultraflex TOF/TOF MALDI Gerät (Bruker 
Daltonics) durchgeführt, welches mit der Bediensoftware FlexControl (Bruker Daltonics) gesteuert 
wurde. Zunächst wurde das Gerät mit einem Peptid-Standard (Peptid Kalibrierungsstandard II Bruker 
Daltonics) kalibriert, der zeitgleich mit den Proben auf das Target aufgebracht wurde und eine 
Detektionsbereich von 740 bis 4400 Da eingestellt. Für die Kalibrierung mussten mindestens 4 
Peptide gefunden und abgespeichert werden. Dann wurden die Proben mehrmals mit dem Laser 
beschossen, die erhaltenen Spektren addiert und mit der FlexAnalysis-Software analysiert. Direkt im 
Anschluss wurde nach Übereinstimmung der erhaltenen Peptidmassen mit theoretischen 
Peptidmassen aus Internetdatenbanken gesucht. Als Suchmaschine dienten MASCOT Peptide Mass 
Fingerprint (Matrix Science), PROFOUND (Prowl, Rockefeller) oder ALDENTE (ExPASy Proteomics 
Server). Falls vorhanden wurde in caninen Datenbanken gesucht, wenn nicht in den übrigen 
Säugetier-Datenbanken.  
  






Die Immunfluoreszenzfärbung ist eine Technik, mit der man Proteine im Fluoreszenzmikroskop 
nachweisen kann. Dafür werden Zellen oder Gewebe fixiert und die jeweiligen Proteine mit Hilfe von 
Antikörpern detektiert. D.h. man inkubiert die Zellen oder Gewebe mit einem Erstantikörper gegen 
das nachzuweisende Protein, den man anschließend wiederum mit einem fluoreszierenden 
Zweitantikörper detektiert. Die fluoreszierenden Eigenschaften der Zweitantikörper beruhen auf 
deren Kopplung an einen Alexa-Farbstoff wie z.B.  Alexa488,Alexa546 oder Alexa633. Diese haben 
verschiedene Anregungs- und Emissionsspektren (Anregungswellenlänge im Namen impliziert), 
weshalb man in ein und demselben Präparat zwei oder mehr Proteine gleichzeitig nachweisen kann 




Die Zellen für die mikroskopische Untersuchung wurden für fünf Tage in Schalen (10 cm) auf 
Deckgläschen kultiviert. Anschließend wurden sie dreimal mit PBS gewaschen und für 30 min in 4 % 
PFA fixiert. Darauf folgte eine Behandlung für 20 min in PBS (0,025 % Saponin) und für 30 min in PBS 
(0,025 %  Saponin; 1 % BSA). Dabei permeabilisiert das Detergens Saponin die Zytoplasmamembran 
und macht das Zellinnere für die Antikörperinkubation zugänglich. Der Erstantikörper in 50 µl PBS 
(0,025 %  Saponin; 1 % BSA) wurde für 2 h auf die Zellen in einer Feuchtekammer gegeben. 
Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurden 50 µl der 
Zweitantikörper-Lösung (in PBS; 0,1 % BSA) für 1 Stunde auf die Zellen gegeben und diese noch 2 
weitere Male mit PBS gewaschen. Für die Zellkernfärbung wurde für 10 min in Hoechst3332 (1:2000 
in PBS) inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in Mowiol auf Objektträgern 
fixiert. All Färbungen mit Rab-Antikörpern wurden in Ziegenserum anstelle von BSA durchgeführt. 
  





Erstantikörper Distributor Spezies  Verdünnung 
(in 2 ml PBS) 
α-β-Catenin BD Maus monoklonal 1:200 
α-E-Cadherin BD Maus monoklonal 1:200 
α-Clathrin (hc) BD Maus monoklonal 1:200 
α-Dynamin-2 BD Maus monoklonal 1:200 
α-EEA1 BD Maus monoklonal 1:200 
α-Galectin-3 H.P. Elsässer, Marburg Hase polyklonal 1:50 
α-LAMP2 (AC17) A. Le Bivic, Marseille, Frankreich Maus monoklonal 1:200 
α-Mx1 (M143) G. Kochs, Freiburg Maus monoklonal 1:200 
α-P75 A. Le Bivic, Marseille, Frankreich Maus monoklonal 1:200 
α-p230 BD Maus monoklonal 1:100 
α-Rab4 BD Maus monoklonal 1:100 
α-Rab8 BD Maus monoklonal 1:100 
α-Rab11 BD Maus monoklonal 1:100 
α-α-Tubulin Sigma Maus monoklonal 1:200 
Zweitantikörper Distributor Spezies  Verdünnung 
(in 2 ml PBS) 
α-Maus-Alexa488 Invitrogen Ziege polyklonal 1:200 
α-Maus-Alexa546 Invitrogen Ziege polyklonal 1:200 
α-Hase-Alexa488 Invitrogen Ziege polyklonal 1:200 
α-Hase-Alexa546 Invitrogen Ziege polyklonal 1:200 




Die in Carnoy fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden vor der 
Immunfluoreszenz-Färbung in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert, für 5 min in Tri-
Natrium-Citrat-Dihydrat (10 mM, pH 6) gekocht und je einmal mit a. dest. und einmal mit PBS 
gewaschen. Zum Blockieren freier, unspezifischer Bindestellen für den Erstantikörper wurde für 45 
min mit Ziegenserum (10 %) inkubiert. Darauf folgte die einstündige Inkubation mit dem 
Erstantikörper und ein Waschschritt in PBS. Daraufhin wurde für 1 h mit dem jeweiligen 
Zweitantikörper inkubiert. Dieser wurde ebenfalls in Ziegenserum (10 %) verdünnt. Im Anschluss 
wurde eine Kernfärbung mit Hoechst3332 (1:2000 in PBS) durchgeführt. Zum Schluss wurden alle 








Erstantikörper Distributor Spezies  Verdünnung 
(in 2 ml PBS) 
α-LPH (DRBB2/33) A.Quaroni Maus monoklonal 1:50 
α-SI (DRBB2/158) A.Quaroni Maus monoklonal 1:100 
α-DPP IV (3/456/22) A.Quaroni Maus monoklonal 1:100 
α-E-Cadherin (Klon 36) BD Maus monoklonal 1:100 
Zweitantikörper Distributor Spezies  Verdünnung 
(in 2 ml PBS) 
α-Maus-Alexa488 Invitrogen Ziege polyklonal 1:500 
Tabelle 2.9: Antikörper für Immunfluoreszenzfärbung von Mausdarmpräparaten 
  





2.13.1 Total Internal Reflection Fluorescence-Mikroskopie (TIRFM) 
 
Die TIRF-Mikroskopie (Total Internal Reflection Fluorescence) bedient sich eines optischen 
Phänomens auf dessen Grundlage ein nur sehr geringer Teil des zu betrachtenden Präparates 
illuminiert und betrachtet wird. Im Prinzip handelt es sich dabei um eine Fluoreszenz-Mikroskopie-
Technik mit deren Hilfe man fluoreszierende Strukturen in nächster Nähe (bis zu ca. 300 nm) zu einer 
Glasfläche betrachten kann. Im Gegensatz zur Epifluoreszenz mit der das gesamte Präparat 
angeleuchtet und betrachtet wird, wird in der TIRF-Mikroskopie eine nur 70-300 nm dünne Schicht 
unterhalb des Objektträgers beleuchtet. Somit kann man Informationen über einen definierten 
Bereich der Zelle erhalten.              
Fällt ein Lichtstrahl auf eine Glasfläche, so wird ein Teil des Lichtes reflektiert, ein anderer Teil wird 
an der Glasoberfläche gebrochen und passiert das Glas. Unterschreitet man dabei jedoch einen 
kritischen Winkel α zwischen Lichtstrahl und Glasoberfläche, so kommt es zur Total-Reflexion des 
Strahles. Dabei entsteht auf der gegenüberliegenden Seite der reflektierenden Glasfläche ein 
sogenanntes evaneszentes Feld. Dieses kann zwischen 70 und 300 nm Größe variiert werden und 
dient zur Anregung fluoreszierender Teilchen wie z. B. GFP. Als Lichtquelle dienen mehrere Laser mit 














Abbildung 2.4: Prinzip der TIRF-Mikroskopie 




Für die Erstellung der TIRF-Bilder wurde ein Leica TIRF-System AM TIRF MC auf Basis des DMI 6000 B 
Fluoreszenzmikroskops verwendet. Vier verschiedene Diodenlaser lieferten die 
Anregungswellenlängen 408, 488, 561 und 633 nm. Als Objektiv kam ein Leica HCX PL APO mit 
100facher Vergrößerung zum Einsatz. Zur Steuerung des Gerätes diente die Software Leica LAS AF, 
mit der auch die anschließende Bildbearbeitung durchgeführt wurde.  
Die in dieser Arbeit durchgeführten TIRF-Beobachtungen fanden an der apikalen Seite der MDCK-
Zellen statt. Dies stellte zunächst eine technische Herausforderung dar, da die Zellen mit ihrer 
basalen Seite auf dem Objektträger wachsen. In diesem Zustand könnte also nur eine Aufnahme der 
basalen Seite in Betracht kommen. Da aber das Interesse eher auf der apikalen Seite der Zellen lag, 
wurden diese auf PET-Filtern ausgesät und bis zur vollständigen Polarität kultiviert. Danach wurden 
die Filter ausgeschnitten und mit der apikalen Seite nach unten auf den Glasboden der Zellkammer 
des Mikroskops gelegt. In dieser Orientierung konnte der apikale Bereich der Zellen in das 
evaneszente Feld des TIRF-Mikroskops gerückt werden.  
 
2.13.2 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (KLSM) 
 
Die Konfokale Laser Scanning Mikroskopie macht es möglich, die Fluoreszenz einzelner dünner 
Schichten des Präparates anzuregen und zu detektieren. Eine wichtige Rolle dabei spielen zwei 
Lochblenden im Strahlengang des Mikroskops. Vor dem Präparat befindet sich eine Lochblende im 
Anregungswellenlicht, die das ankommende Licht auf eine bestimmte Ebene fokussiert und den Rest 
ausblendet. Ebenso lässt eine weitere Lochblende nur einen bestimmten Teil des vom Präparat 
emittierten Lichtes passieren. Haben beide Lochblenden denselben Brennpunkt so sind sie konfokal. 
Auf diese Weise erreicht man, dass nur eine bestimmte Ebene des Präparates beleuchtet wird und 
auch nur das von dieser Ebene emittierte Licht detektiert wird. Streulicht wird ausgeblendet und man 
erreicht eine gegenüber der klassischen Epifluoreszenzmikroskopie deutlich verbesserte Auflösung. 
Als Lichtquelle dienen Laser, die Emission wird von einem Scankopf detektiert. 
Konfokalmikroskopische Aufnahmen entstanden am Leica DM IRE2/SP2 mit einem HCX PL APO 
63x/1,2 W CORR Objektiv. Für die Anregungswellenlängen 488 nm wurde ein Argon-Ionen Laser 
verwendet, für die Wellenlänge 543 nm ein HeNe-Laser, sowie ein weiterer HeNe-Laser für die 
Wellenlänge 633 nm. 
 
 























2.13.3 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) 
 
MDCKP75-GFP-Zellen wurden in Paraformaldehyd (4 %) fixiert und für Aufnahmen mittels eines 
Transmissions-Elektronenmikroskops nach Immunogoldmarkierung zu Dr. Martina Schmitz an der 
Universität Münster geschickt. 
 
 
2.14 Sub-Klonierung Mx1-GFP 
 
Canines Mx1 wurde nach einem Standardprotokoll aus einem pCMV-Vektor in einen pEGFP-C2-
Vektor über die Schnittstellen BglII und KpnI umkloniert. 
 
  
Abbildung 2.5: Expressionsvektor Mx1-pEGFP-C2 






Um die Sekretion von Galectin-3 und den Einfluss von Mx1 darauf näher zu beleuchten wurden Mx1 
knock-down Experimente durchgeführt und Galectin-3 sowohl im apikalen und basolateralen 
Kulturmedium als auch im Zelllysat nachgewiesen.   
MDCK-Zellen wurden bis zum Erreichen voller Polarität für sechs Tage auf PET-Filtern kultiviert. Dann 
wurden sie zunächst dreimal mit PBS gewaschen und für 2 h in MEM (ohne FKS, ohne PSG, ohne pH-
Indikator) bei 37°C kultiviert. Dieses Medium wurde zu je einem ml apikal und basolateral gegeben. 
Dann wurde damit eine TCA-Fällung durchgeführt. Im anschließenden Western-Blot wurden 
Galectin-3 und weitere Proteine nachgewiesen. Aus den auf dem Filter verbliebenen Zellen wurde 
ein Lysat erstellt. Hierzu wurden 250 µl Standard-Lysispuffer (+10 µl/ml PI) auf die Zellen gegeben, 
diese wurden darin abgeschabt und für 30 min bei 4°C geschwenkt. Durch 5minütige Zentrifugation 
bei 13000 rpm und 4°C wurden Zellkerne und Zelltrümmer pelletiert. Der Überstand wurde in 
Lämmli-Puffer (3x) aufgenommen und mit den TCA gefällten Proben im Western-Blot analysiert.  
 
2.16 Aufnahme von rekombinantem Galectin-3 aus dem apikalen Medium 
 
Es wurde bereits publiziert, dass Galectin-3 zu einem geringen Maße am apikalen Zellpol sekretiert  
wird (Lindstedt et al., 1993). Deshalb stellte sich die Frage, ob Galectin-3 auch wieder aufgenommen 
werden würde. Zur Klärung dieser Frage wurde rekombinantes humanes Galectin-3 auf MDCK-Zellen 
gegeben und beobachtet, ob dieses in die Zellen aufgenommen wurde. Die Analyse erfolgte sowohl 
mikroskopisch im TIRF-Mikroskop, als auch biochemisch im Western-Blot. In der TIRF-Analyse konnte 
ebenso erforscht werden, ob Galectin-3 bei der Aufnahme in die Zelle ein Clathrin-, Flotillin- oder 
Caveolin-Kompartiment passieren würde. In der biochemischen Analyse wurde darauf eingegangen, 
ob sich die Aufnahme von Galectin-3 durch das Blockieren diverser Endozytose-Mechanismen 




MDCKGal3-DsRed/Cav1-YFP, MDCKGal3-DsRed/Flot1-GFPund MDCKGal3-DsRed/Clathrin-CFP Zellen wurden mindestens fünf 
Tage vor Versuchsbeginn auf 24-Well-PET-Filter ausgesät und bei 37°C kultiviert. Dann wurden die 
Zellen für zweimal 30 min mit MEM (-/-) bei 37°C inkubiert und anschließend dreimal mit 




vorgekühltem PBS++ gewaschen. Nun folgte eine 30-minütige Inkubation der Zellen mit 200 µl 
rekombinantem Galectin-3-Alexa633 (1 µM in PBS++) auf Eis. Im unteren Teil der Filter-Wells 
befanden sich 200 µl MEM (-/-). Im Anschluss daran wurden die Zellen wieder bei 37°C inkubiert. Auf 
diese Weise konnte die Galectin-3-Aufnahme gestartet werden und die Zellen wurden nach 0, 5, 10 
und 60 min im TIRF-Mikroskop betrachtet, nachdem nicht gebundenes Galectin-3-Alexa633 durch 




Voll auspolarisierte, in 6cm-Schalen gewachsene MDCK-Zellen wurden für zweimal 30 min in MEM   
(-/-, d. h. ohne FKS, ohne PSG) bei 37°C inkubiert. Darauf wurde zweimal mit PBS++ gewaschen. Durch 
diesen Schritt wurde bereits im Medium vorhandenes Galectin-3 entfernt. Nun folgte die Zugabe von 
rekombinantem humanen Galectin-3 (1 µM), welches in PBS++ verdünnt wurde. Die Inkubation 
erfolgte für 30 min auf Eis (4°C). In dieser Lösung befanden sich außerdem diverse Hemmer spezieller 
Endozytose-Wege. Chlorpromazin (50 µM) ist ein effizienter Inhibitor der Clathrin-abhängigen 
Endozytose, während Filipin (3 µM) und Methyl-β-Cyclodextrin (10 mM) den Lipid-Raft-abhängigen 
Endozytoseweg hemmen. Nach diesen 30 min wurden die Zellen bei einer Endozytose 
ermöglichenden Temperatur von 37°C inkubiert. Nach 10 min bei 37°C wurde das PBS++ samt 
rekombinantem Galectin-3 und Endozytosehemmern abgenommen und durch PBS++ mit den 
Endozytosehemmern ersetzt und für weitere 35 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde das noch auf 
der Oberfläche der Zellen verbliebene rekombinante Galectin-3 durch einen zweimal 5-minütigen 
Waschschritt mit 0,2 %iger Essigsäure bei 4°C abgewaschen. Außerdem wurde noch zweimal mit 
PBS++ gewaschen und die Zellen dann für 30 min in 250 µl Co-IP-Puffer lysiert. Das Lysat wurde für 5 
min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde in Lämmli-Puffer (3x) aufgenommen 
und im Western-Blot analysiert. In einem parallel laufenden Versuchsansatz wurde der 37°C-Schritt 
übergangen und die Zellen wurden direkt nach der Galectin-3-Inkubation bei 4°C mit Essigsäure und 
PBS++ gewaschen und in Co-IP-Puffer lysiert. Diese Ansätze stellten den Nullwert da. 
  





2.17 Methoden zur Untersuchung der Rolle von Galectin-3 in humanen klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen 
2.17.1 Messung der Galectin-3-Expression in humanen klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
 
Um das Expressionslevel von Galectin-3 in klarzelligen Nierenzellkarzinomen zu überprüfen wurden 
nach folgendem Vorgehen Lysate hergestellt. Humane Nierengewebeblöcke aus gesundem (Normal) 
und entartetem (Tumor) Gewebe und einem Bereich dazwischen (Übergang) von ungefähr 0,5 cm 
Kantenlänge wurden mit Hilfe eines Dounce-Homogenisators in 10 ml Co-IP-Puffer (+10 µl PI/ml) 
homogenisiert und für 30 min bei 4°C geschwenkt. Anschließend wurden Zell- und Gewebetrümmer 
bei 4000 rpm abzentrifugiert und der Überstand in ein neues Gefäß überführt. 1 ml davon wurde in 
ein Kryogefäß aufgenommen und bei -80C° eingefroren. Später wurden 20 µl davon mit 10 µl 
Lämmli-Puffer (3x) vermischt und im SDS-PAGE mit anschließendem Western-Blot analysiert. Mit 
dem Rest des oben erhaltenen Überstandes (ca. 9 ml) wurden Co-IP-Experimente durchgeführt. 
 
2.17.2 Co-Immunpräzipitation von Galectin-3 in humanen klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
 
Zu den ca. 9 ml des Zelllysates (s.o.) wurden 4,5 µl Galectin-3-Antikörper (pAb, 169) gegeben, 
nachdem ein einstündiger Preclearing-Schritt mit 200 µl PAS durchgeführt wurde (s. 2.3 Co-
Immunpräzipitation). Die Inkubation mit den Antikörpern erfolgte über Nacht bei 4°C  unter leichtem 
Schütteln. Anschließend wurde für 2 h 500 µl PAS zugegeben und bei 4°C geschwenkt. Nach 1 min 
Zentrifugation bei 800 rpm wurde das erhaltene Pellet zweimal mit PBS (0,1 % NP-40) und viermal 
mit PBS gewaschen und anschließend im SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. 
  





2.18 Chemikalien und Geräte 
 
Substanz Bezugsquelle 
Acrylamid Rotiphorese Gel30 Roth 
Acrylamid (MALDI) BioRad 40 % 
Ammoniumsulfat Fluka 
Ampholyte GE Healthcare IPG Buffer 3-10 




DTT (1,4-Dithiothreitol) Sigma 
DMSO (Dimethylsulfoxid) Roth 
EDTA Roth 
FKS (fötales Kälberserum) Gibco 











Matrix (α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure) Bruker Daltonics 
Milchpulver Töpfer 
Natriumdeoxycholat MP Biomedicals 
Natrium-Thiosulfat-Pentahydrat Merck 
NP-40 (Alternative) Calbiochem 
Nycodenz Axis-Shield, Oslo 
PDA (Piperazin-Di-Acrylamid) BioRad 
PAS (Protein-A-Sepharose) Amersham Pharmacia Biotech 
PSG (Penicillin, Streptomycin, Glutamin) PAA 
SDS Roth 
Silbernitrat Roth 
TEMED (N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin) Roth 
Thio-Harnstoff Sigma 






Allgemein gebräuchliche, nicht aufgeführte Reagenzien sind mindestens von  
p.a.-Qualität und wurden von Sigma, ICN, Merck, Serva, Fluka oder von Riedel-de Häen bezogen. 
Tabelle 2.10: Chemikalien 
  








Tischzentrifuge Biofuge-pico, Heraeus 
Tisch-Kühlzentrifuge Biofuge-fresco, Heraeus 
Ultrazentrifugen 
 
Sorvall Ultracentrifuge Combi Plus 
Beckmann Coulter Optima LE-80K 
Rotoren (Ausschwingrotoren) TH 641 (Sorvall) 
SW 41 (Beckmann) 
Inkubatoren Heraeus 
Mikroskop Leica Typ DM-IRB 
Mikroskop (KLSM) Leica TCS SP2 
Mikroskop (TIRF) Leica AM TIRF MC auf Basis des DMI 6000 B 
Proteomics:  
Isoelektrische Fokussierungssystem GE Healthcare Ettan IPGphor3 
2D-Gelelektrophoresekammer BioRad Protean II xi Cell 
MALDI-TOF Target Bruker Daltonics MTP 384 ground steel T F 
Probenladespitzen Millipore ZipTip C18 
MALDI-TOF Massenspektrometer Bruker Daltonics Ultraflex TOF/TOF MALDI   
SDS-Gelelektrophorese:  




Kamera Chemi Lux-Imager 
Zellkultur:  
Kulturschalen Sarstaedt 
Spritzen, Kanülen Sarstaedt 
MEM PAA 
DMEM PAA 
Tabelle 2.12: Geräte und Zellkulturmaterial
Proteaseinhibitoren 
 Lösung 1: 25 µl PMSF 3,4 mg/ml (DMSO) 
Lösung 2: 20µl Pepstatin 1 mg/ml (DMSO) 
20µl Antipain 1 mg/200 µl (DMSO) 
20µl Leupeptin 1 mg/200 µl (PBS) 
20µl Aprotinin 1 mg/ml (PBS) 
20µl Trypsin/Chymotrypsin-Inhibitor 25 mg/500 µl (PBS) 
in 20 ml 
PBS 







Der Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in drei Teilbereiche. Im ersten Abschnitt (3.1) 
geht es um die Relevanz der α-Kinase ALPK1 im apikalen Proteintransport von 
Mäusedünndarmzellen, die in ALPK1-Knockout-Mäusen untersucht wurde. Im zweiten Abschnitt (ab 
3.2) werden Ergebnisse aus Experimenten zum apikalen Proteintransport in MDCK-Zellen 
vorgestellt. Dabei ging es um die Identifizierung und Charakterisierung von Komponenten des 
apikalen, Lipid-Raft-unabhängigen Transportweges und deren Verknüpfung zur unkonventionellen 
Sekretion des Sortierrezeptors Galectin-3. Der letzte Abschnitt (3.12) widmet sich der Untersuchung 
der Expressionsrate von Galectin-3 im klarzelligen humanen Nierenzellkarzinom. 
 
3.1 Trafficking apikaler Markerproteine in ALPK1-Knockout-Mäusen 
 
ALPK1 ist eine α-Kinase mit Einfluss auf den Transport apikaler Lipid-Raft-assoziierter Proteine in 
MDCK-Zellen. Beobachtungen von Heine et al. deuten darauf hin, dass ALPK1 das Motorprotein 
Myosin I phosphoryliert, welches im apikalen Transport Lipid-Raft-assoziierter Proteine involviert ist 
(Heine et al., 2005). Um den Einfluss von ALPK1 auf den Transport apikaler Proteine in einem 
vollständigen Organismus zu überprüfen, wurden Darmpräparate von ALPK1-Knockout-Mäusen (A. 
Ryazanov, Piscataway) mit Hilfe von Immunfluoreszenz-Färbungen unter dem KLSM betrachtet. Da 
die ALPK1 in MDCK-Zellen offensichtlich ausschließlich im Lipid-Raft-abhängigen Transport eine Rolle 
spielt, sollte hier dieser Transportweg, aber auch der Lipid-Raft-unabhängige, untersucht werden. Als 
apikale Lipid-Raft assoziierte Marker dienten die Saccharase-Isomaltase (SI) (Alfalah et al., 1999) und 
die Dipeptidyl-Peptidase IV  (DPP IV) (Alfalah et al., 2002; Slimane et al., 2001). Als apikales nicht mit 
Lipid-Rafts assoziiertes Protein wurde die Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH) untersucht (Jacob and 
Naim, 2001). Um den Einfluss des ALPK1-Knockouts auf den Transport basolateraler Proteine zu 
untersuchen wurde zusätzlich nach dem Verteilungsmuster des basalen Markers E-Cadherin 
gesehen. Bei allen Bildern handelt es sich um Dünnschnitte aus dem Dünndarm der jeweiligen 
Mäuse, die nach ihrem Tod in Carnoy fixiert und mit Antikörpern gegen das jeweilige Protein 
markiert wurden. Zur Detektion im KLSM dienten Alexa488 oder Alexa546 gekoppelte 
Zweitantikörper.  
Betrachtet man die Wildtyp-Situation der einzelnen Proteine, so fällt zunächst auf, dass SI und LPH zu 
einem weitaus stärkeren Grad im Bürstensaum vorhanden sind als DPP IV (Abb. 3.1). Um also 





ansehen, sondern auch das Verhältnis zwischen Protein im Bürstensaum zu Protein im Zellinneren. 
Im Falle der SI ist zu beobachten, dass in den Bürstensaum der ALPK1-Knockout-Mäuse weniger 
dieser Isomaltase  gelangt als in den der WT-Mäuse. Es ist allerdings keine Akkumulation des Proteins 
im Zellinneren zu sehen. Dies ist im Falle des zweiten Lipid-Raft assoziierten Proteins – DPP IV – der 
Fall. Hier scheint der Knockout der ALPK1 dazu zu führen, dass nicht transportiertes Protein in der 
Zelle verbleibt. Im Gegensatz dazu scheint der korrekte Transport der nicht Lipid-Raft assoziierten 
LPH und der Transport basolateraler Proteine (Abb. 3.2) durch den Ausfall der ALPK1 nicht 
beeinflusst zu werden. 
Abbildung 3.1: Verteilung apikaler Markerproteine in ALPK1-Knockout-Mäusen 
Die Darmgewebe der Mäuse wurden jeweils mit α-SI, α-DPP IV oder α-LPH-Antikörpern markiert und im KLSM 
analysiert. Es wird deutlich, dass die beiden Lipid-Raft assoziierten Proteine SI und DPP IV in den Knockout-
Mäusen zu einem geringeren Anteil in den Bürstensaum, sprich die apikale Zytoplasmamembran-Domäne 
(Pfeile, vgl. Abb.1.1), der Darmzellen gelangen als das nicht mit Lipid-Rafts assoziierte Protein LPH. Im Fall von 







In der Quantifizierung wurde die Proteinmenge im Bürstensaum zur Proteinmenge im Zellinneren ins 
Verhältnis gesetzt. Die Proteinmenge, die in den WT-Mäusen in den Bürstensaum transportiert 
wurde, galt dann als 100 %. So kann gezeigt werden, dass die LPH in den ALPK1-Knockout-Mäusen 
noch zu ca. 91 % (+/- 29 %) in den Bürstensaum transportiert wird. Währenddessen gelangt das Lipid-
Raft-assoziierte Protein SI nur noch zu 60 % (+/-20 %) an seinen Bestimmungsort. Noch drastischer 
fällt die Transporteffizienz im Falle der DPP IV aus. Hier gelangen nur noch ca. 40 % (+/-10 %) in die 
apikale Zytoplasmamembran (Abb. 3.3). Zusammenfassend ist es möglich zu sagen, das der Knockout 
der ALPK1 in Mäusen zu einer verminderten Transporteffizienz der beiden Lipid-Raft-assoziierten 
Proteine SI und DPP IV führt. Der Transport des nicht in diesen Detergens resistenten 
Membranmikrodomänen vorkommenden Proteins LPH scheint hingegen nur geringfügig beeinflusst 
zu sein. Dabei fällt auf, dass SI und DPP IV nicht in die basolaterale Zytoplasmamembran fehlsortiert 
werden, sondern höchstens im Zellinneren akkumulieren. Dies deutet nochmals darauf hin, dass es 
sich bei der ALPK1 nicht um einen Sortierrezeptor handelt, sondern um eine Komponente des 
Proteintransports, deren Fehlen eine Verlangsamung oder den Ausfall des Transportes bedeutet.  
Abbildung 3.2: Die Verteilung von E-Cadherin in ALPK1-Knockout-Mäusen 
Mausdarmgewebe von WT und Knockout-Mäusen (ko) wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung auf den 
basalen Marker E-Cadherin untersucht. Da E-Cadherin weiterhin in die basale Membran transportiert wird, 






Abbildung 3.3: Quantifizierung des Proteintransports in den Bürstensaum der ALPK1-Knockout-Mäuse 
Diese Abbildung zeigt die densitometrische Quantifizierung der in Abb.3.1 gezeigten Gewebeschnitte von 
jeweils 2 WT- und 2 Knockout-Mäusen pro Markerprotein (a 10 Messwerte). Die Proteinmenge des jeweiligen 
Proteins im WT entspricht 100 % .Im Vergleich dazu werden in den ALPK1-Knockout-Mäusen die SI nur noch zu 
60 % (+/-20 %) und DPP IV nur noch zu 40 % (+/-10 %) in die apikale Zytoplasmamembran transportiert. Das 







3.2 Identifikation von Proteinen in P75-GFP-Vesikeln nach TGN-Exit 
3.2.1 Aufreinigung von P75-GFP-Vesikeln 
 
Der Neurotrophinrezeptor P75 ist in MDCK-Zellen ein exogenes Protein, welches von Galectin-3 zur 
apikalen Zytoplasmamembran dirigiert wird (Delacour et al., 2006). Galectin-3 ist der Sortierrezeptor 
für nicht mit Lipid-Rafts assoziierte Glykoproteine in MDCK-Zellen. Es bildet über seine CRD Komplexe 
mit den zu sortierenden Proteinen und multimerisiert dabei mit weiteren Galectin-3-Glykoprotein-
Komplexen (Delacour et al., 2007). Diese Bildung hochmolekularer Komplexe stellt den eigentlichen 
Sortiermechanismus für P75 dar. Dabei steht zur Debatte, wie die Abschnürung der P75-Galectin-3- 
Vesikel aus dem post-Golgi-Sortierkompartiment erfolgen könnte. Etwaige Mantel- oder 
Adapterproteine bzw. Dynamine waren bis dato nicht bekannt. Aus diesem Grund wurden in diesem 
Versuchsabschnitt P75-GFP-Vesikel mittels Dichtegradientenzentrifugation und anschließender 
Präzipitation mit Hilfe eines α-GFP-Antikörpers durchgeführt. Dieser Antikörper bindet dabei an den 
ins Zytosol ragenden C-Terminus, an welchem sich der GFP-Tag befindet. Mit den so erhaltenen 
Vesikeln sollte im Anschluss eine 2D-Gelelektrophorese durchgeführt werden und die Identität der 
enthaltenen Proteine mittels MALDI-TOF ermittelt werden.  
Abb. 3.4 A zeigt zunächst die Verteilung von P75-Vesikeln im Dichtegradienten. Dafür wurden 
Fraktionen einer Vesikelpräparation aus MDCKP75-GFP-Zellen von 1 ml Volumen von oben aus den 
Gradienten entnommen und nach TCA-Fällung im Western-Blot analysiert. Es zeigte sich, dass die 
P75-GFP-enthaltenden Vesikel in den Fraktionen 2 bis 5 gehäuft vorkamen. Diese Erkenntnis sorgte 
dafür, dass für die anschließende Präzipitation der Vesikel ausschließlich die oben genannten 








Abbildung 3.4: Aufreinigung von P75-GFP-Vesikeln 
Mit sechs Platten 5 Tage alter MDCKP75-GFP-Zellen wurde nach deren Lyse eine Dichtegradienten-Zentrifugation 
durchgeführt und im Western-Blot analysiert. Der Großteil P75-GFP enthaltender Vesikel sammelte sich in den 
Fraktionen zwei bis fünf (von oben). Für die darauf folgenden Versuche wurden dann jeweils aus diesen 
Fraktionen P75-GFP-Vesikel immunopräzipitiert. B) Pro angegebenen Zeitpunkt nach TGN-Exit wurde eine P75-
GFP-Vesikel-IP durchgeführt und im Western-Blot analysiert. Erst ab einem Zeitpunkt von 5 min nach Verlassen 
des TGN lassen sich P75-GFP-Vesikel aufreinigen. Im Kontrollversuch wurden MDCK-WT-Zellen verwendet, die 
kein P75-GFP exprimieren. 
 
Für die P75-Vesikel-Präzipitation wurden die Fraktionen 2 bis 5 aus dem Dichtegradienten mit jeweils 
0,3 µl α-GFP-Antikörper versetzt und anschließend mit PAS präzipitiert. Abb. 3.4 B zeigt die Vesikel-
Präzipitation von MDCKP75-GFP-Zellen nachdem diese einem TGN-Exit-Experiment unterzogen wurden. 
Der Zeitpunkt 0 min markiert den Moment in dem P75-GFP das TGN noch nicht verlassen hat. 
Folglich existieren auch keine P75-GFP-Vesikel, im Western-Blot ist ein sehr schwaches P75-GFP-
Signal zu sehen. 5 min nachdem P75-GFP das TGN verlassen hat ist es möglich Vesikel, die diesen 
Neurotrophinrezeptor tragen, aufzureinigen. Dies scheint auch noch 10, 15 und 20 min nach TGN-Exit 
der Fall zu sein. Als Kontrolle wurde eine Vesikel-IP mit MDCK-WT-Zellen durchgeführt, die genau wie 
die MDCKP75-GFP-Zellen mit α-GFP-Antikörper inkubiert wurden. Da die WT-Zellen kein P75-GFP 
exprimieren, kann dieses folglich auch nicht präzipitiert werden. Dies zeigt an, dass es sich bei den 








3.2.2 2D-Gelelektrophorese von P75-GFP-Vesikeln nach TGN-Exit 
 
Für die Identifizierung der Proteinzusammensetzung der P75-GFP-Vesikel wurde mit diesen zunächst 
eine 2D-Gelelektrophorese durchgeführt. Dabei handelte es sich um Gradientengele mit einer 
Polyacrylamid-Konzentration von 6-16 % und einem pH-Bereich von 3 bis 10. Für jedes einzelne 2D-
Gel wurden P75-GFP-Vesikel aus 48 Platten (10 cm) MDCKP75-GFP-Zellen isoliert.  Im Anschluss an die 
Elektrophorese wurden die Gele mit den zu verschiedenen Zeitpunkten nach TGN-Exit aufgereinigten 
Vesikeln einer Coomassiefärbung mit anschließender Silberfärbung unterzogen. Wie zunächst zu 
erkennen ist, scheint sich die Anzahl und Zusammensetzung der Proteine im Laufe der Zeit auf dem 
Weg vom TGN zur Zytoplasmamembran zu ändern. Der Zeitpunkt 0 min markiert auch hier den 
Moment, in dem noch keine P75-Vesikel gebildet wurden, weil alle Proteine des sekretorischen 
Weges noch im TGN geblockt werden. Identifiziert werden konnten hier β-Actin (Spot 3) und die für 
die IP benutzten Antikörper (Spot 18). Nach 5 min steigt die Vielfalt an Proteinen in den P75-GFP-
Vesikeln. Es sind etwa 25 verschiedene Proteinspots zu erkennen, wovon 9 identifiziert werden 
konnten. Darunter befinden sich u. a. die Zytoskelettelemente β-Tubulin (Spot 2) und diverse 
Zytokeratine (Spots 5 – 8). Zytokeratine treten oft in MALDI-TOF-Analysen als Verunreinigungen 
durch den Experimentator auf. Allerdings werden sie auch wie im Fall von Zytokeratin 8 (Typ II) und 
Zytokeratin 18 (Typ I) mit intrazellulären Transportprozessen in Verbindung gebracht. Diese sind am 
Transport des mutierten Chloridkanals CFTR zur Zytoplasmamembran beteiligt (Davezac et al., 2004). 
Über eine Rolle bei der Beförderung apikaler Proteine in MDCK-Zellen kann nur spekuliert werden. 
Als weiteres Intermediärfilament taucht in den Vesikeln immer wieder Vimentin auf, über dessen 
Aufgabe bisher wenig bekannt ist. Als interessanter Marker, der Aufschluss über die Identität des 
Kompartiments geben könnte, indem sich die Proteine zum Zeitpunkt 5 min befanden ist Rab7 (Spot 
13). Hier steht eine relativ klare Identifizierung im MALDI-TOF einer nicht erwarteten Laufhöhe im 
2D-SDS-Gel gegenüber. Rab7 ist eigentlich nur 24 kDa groß,  im Gel aber bei ca. 45 kDa zu finden. 
Dies lässt Spekulationen über eine mögliche Modifizierung zu, die das Laufverhalten beeinträchtigt. 
Ein Protein, welches im Verlauf dieser Dissertation eine wichtige Rolle einnimmt, ist das bisher nur 
als antiviral wirkend eingestufte Protein Mx1 (Spot 10). Wie hieran anschließende Ergebnisse zeigen 
werden, scheint diese Dynamin-ähnliche GTPase auch eine Funktion im intrazellulären 
Proteintransport zu besitzen.  10 min nach Verlassen des TGN steigt die Anzahl der Proteine in den 
aufgereinigten Vesikeln auf über 30. Von diesen wurden wiederum 9 identifiziert. Dabei handelte es 
sich um die bereits erwähnten Zytoskelettproteine. Zusätzlich ließ sich eine TER-ATPase (Spot 11) 
identifizieren, die normalerweise für die Abspaltung von Vesikeln aus dem endoplasmatischen 
Retikulum verantwortlich ist. Möglicherweise wird diese ATPase noch eine Weile mit den Vesikeln, 





endosomaler Marker konnte hier Rab4A (Spot 12) gefunden werden. Dieses ist ein typischer Marker 
für frühe Endosomen. Zum Zeitpunkt 15 min nach TGN-Exit bleibt die Anzahl der Proteinspots 
weitestgehend konstant. Hier ließen sich leider keine weiteren neuen Proteine identifizieren. Ein 
weiteres Mal ist hier Mx1 (Spot 10) zu finden. Der letzte aufgenommene Zeitpunkt nachdem die P75-
GFP-Vesikel das TGN verlassen hatten war der Punkt 20 min. Auch hier war die Ausbeute an 
identifizierten Proteinen gering. Lediglich Rab19 ließ sich als ein endosomaler Marker mit bislang 
unbekannter Funktion und Vorkommen bestimmen. Allerdings mit einer nur geringen 
Sequenzabdeckung.  
Bei dieser Datenanalyse sollte berücksichtigt werden, dass sich die Identifizierung eines Proteins 
nicht gleichzeitig mit dessen Vorhandensein in den Vesikeln deckt. D. h. nur weil ein bestimmtes 
Protein nicht im MALDI-TOF identifiziert werden konnte, heißt das nicht, dass es in den Vesikeln nicht 
vorhanden ist. So ist z. B. Mx1 nur zu den Zeitpunkten 5 und 15 min nach TGN-Exit 
massenspektrometrisch identifiziert worden. Bei genauem Hinsehen ist allerdings zu erkennen, das 
auch zu anderen Zeitpunkten an der entsprechenden Stelle im Gel ein Protein erscheint, 
höchstwahrscheinlich Mx1. Dieses Bespiel gilt auch für weitere Proteinspots. Verunreinigungen z. B. 
aus dem Zytoplasma können dabei nicht ausgeschlossen werden, wie die ständige Gegenwart des 
zytosolischen Proteins HSP-71 (Spot 17) beweist. Nichtsdestotrotz ist mit der Identifizierung von Mx1 
als eine Komponente mit Einfluss auf den sekretorischen Weg ein Protein gefunden worden, dessen 







Abbildung 3.5: 2D-Gelelektrophorese von P75-GFP-Vesikeln nach TGN-Exit 
(Nächste Seite) Zu verschiedenen Zeiten nach TGN-Exit aufgereinigte und immunopräzipitierte P75-GFP-Vesikel 
wurden in 2D-Gelexperimenten untersucht. Pro Gel wurden je 48 Platten MDCKP75-GFP-Zellen verwendet. Es 
wird deutlich, dass die Anzahl der Proteinspots – also die Anzahl der verschiedenen Proteine in den Vesikeln – 
nach Verlassen des TGN stetig zunimmt. Einige Proteine verlassen nach einer Zeit die Vesikel, andere kommen 
hinzu. Die mit Nummern versehenen Proteinspots konnten im MALDI-TOF-Massenspektrometer identifiziert 












Die in der MALDI-TOF-Analyse ermittelten „Peptid-Fingerabdrücke“ wurden mittels der 
Suchmaschinen MASCOT Peptide Mass Fingerprint (Matrix Science), PROFOUND (Prowl, Rockefeller) 
oder ALDENTE (ExPASy Proteomics Server) mit im Internet hinterlegten Datenbanken verglichen. Ab 
einer von der jeweiligen Suchmaschine selbst festgelegten Übereinstimmung wurden die Proteine in 
die unten stehende Tabelle aufgenommen. Die teilweise niedrige Ermittlungsquote konnte oft an der 
mangelnden Datenlage bezüglich des hinterlegten Hundeproteoms festgemacht werden. Zudem 
sollte in Betracht gezogen werden, dass es sich bei dem in Datenbanken hinterlegten Hundegenom 
um das eines Boxers handelt, während die in dieser Dissertation verwendeten MDCK-Zellen aus 















1 α-Tubulin A24903 50 5,0 15 47 
Zytoskelett 
2 β-Tubulin S01713 50 4,8 15 23 
3 β-Actin O18840 41 6,0 9 17 
4 Vimentin P84198 54 5,0 30 58 
5 Keratin, Typ II 
Zytoskelett 7 
P08729 51 5,4 12 21 
6 Keratin, Typ II 
Zytoskelett 8 
P05786 53 5,6 10 18 
7 Keratin, Typ I 
Zytoskelett 
18 
Q5BJY9 48 5,2 11 27 
8 Keratin, Typ I 
Zytoskelett 
19 
P08728 44 4,9 19 27 





Q9N0Y3 75 5,6 24 45 
Vesikel-
Abschnürung 
11 TER-ATPase P03974 89 5,1 15 27  
12 Rab-4A gi 
73952624 
25 5,8 5 44 
endosomale 
Marker 13 Rab-7 P18067 24 6,4 5 21 
14 Rab-19 P35294 24  4  
15 FAM45B  40  7   
16 GAPDH Q28259 36 8,5 9 35 
Zytosol 
17 HSP-70 A2Q0Z1 71 5,4 13 24 
18 IgG (rabbit)      Antikörper 






3.3 Mx1 ist Bestandteil nicht mit Lipid-Rafts assoziierter apikaler Transportvesikel 
 
Mx1 ist eine große GTPase mit Dynamin-ähnlicher Struktur. Mit diesen Voraussetzungen galt es zu 
überprüfen, ob dieses in anderen Zellen normalerweise streng Interferon induzierte Protein 
möglicherweise für die Abschnürung von P75-Vesikeln verantwortlich sein könnte. Bisher wurde nur 
an der Aufklärung der antiviralen Aktivität von Mx1 gearbeitet. Dabei bindet es z. B. an diverse virale 
Proteine und behindert so deren Funktion (Haller and Kochs, 2002). Des Weiteren ist bekannt, dass 
humanes MxA Membranen tubulieren kann (Accola et al., 2002). Dies nährte den Verdacht einer 
Dynamin-ähnlichen Funktion im P75-Trafficking. Die in der Massenspektrometrie erhaltenen 
Ergebnisse bezüglich der Anwesenheit von Mx1 in P75-GFP-Vesikeln sollte zunächst biochemisch 
bestätigt werden. Hierfür wurde genau wie für die 2D-Gel-Analyse vorgegangen, mit dem 
Unterschied, dass in diesem Fall eine klassische 1D SDS-PAGE mit anschließendem Western-Blot 
durchgeführt wurde. Zu verschiedenen Zeiten nach TGN-Exit aufgereinigte P75-GFP-Vesikel wurden 
also auf das Vorhandensein von Mx1 überprüft. Wie Abb. 3.6 B zeigt, befindet sich der Großteil von 
Mx1 in den P75-GFP-Vesikeln, die das TGN vor 5 Minuten verlassen haben. Auch nach 0 Minuten ist 
bereits ein Anteil von Mx1 zu beobachten. Dies verwundert zunächst. Betrachtet man allerdings das 
P75-GFP-Signal im Western-Blot, so wird klar, dass auch zum Zeitpunkt 0 Minuten bereits eine 
geringe Menge von P75-Vesikeln zu finden ist. Hierbei steht zur Diskussion, ob es sich dabei um 
Vesikel handelt, die im P75-GFP-Recycling an der Zelloberfläche beteiligt sind und somit der TGN-
Restriktion bei 20°C nicht unterliegen, oder ob es sich dabei um eine gewisse Ungenauigkeit im 
experimentellen Ablauf handelt. Es wäre durchaus möglich, dass bei warmen Außentemperaturen 
der ca. 1 min dauernde Transfer der Zellen vom 20°C-Inkubator in den 37°C-Inkubator bereits eine 
Temperatur in den Zellen herbeiführt, die den TGN-Block aufhebt. Dies würde zu einem frühzeitigen 
Entlassen der Vesikel aus dem TGN führen und die Differenz zu den in den 2D-Gelen gemachten 
Beobachtungen erklären. Des Weiteren konnte bestätigt werden, dass der apikale Sortierrezeptor 
Galectin-3 in die P75-GFP-Vesikel gelangt, 5 min nachdem diese das TGN verlassen haben (Delacour 
et al., 2006; Delacour et al., 2007). Abb. 3.6 C zeigt an, dass Mx1 offensichtlich ausschließlich im 
Lipid-Raft-unabhängigen Transport zu finden ist. In den aufgereinigten SI-YFP-Vesikeln scheint Mx1 
nicht vorzukommen. Dabei fällt auf, dass Mx1 gelegentlich in Doppel- bzw. Dreifachbanden 







Abbildung 3.6: Mx1 befindet sich in Vesikeln des apikalen nicht Lipid-Raft-Transportweges 
A) P75-GFP-Vesikel wurden zu verschiedenen Zeiten nach TGN-Exit immunpräzipitiert und im Western-Blot 
analysiert. Während Mx1 sehr früh in/an den Vesikeln anwesend ist, gelangt Galectin-3 erst nach 10 min hinein. 
Als Kontrolle wurde eine Vesikel-IP mit MDCK-WT-Zellen durchgeführt. B) Die Quantifizierung zeigt, dass der 
Anteil von Mx1 in P75-GFP-Vesikeln am höchsten ist, wenn diese 5 min zuvor das TGN verlassen haben C) Um die 
Exklusivität von Mx1 für den Lipid-Raft-unabhängigen Transportweg zu beweisen, wurden verschiedene 
Vesikelpopulationen aufgereinigt. Darunter die in Lipid-Rafts transportierte SI und die beiden nicht mit diesen 






3.4 Erstellen einer stabilen MDCKMx1-GFP-Zelllinie 
 
Um fluoreszenzmikroskopische Daten zu Mx1 sammeln zu können, wurde das Mx1-Gen in einen 
pEGFP-C2-Vektor kloniert und dieser in MDCK-Zellen transfiziert. Da es sich bei einem Mx1-GFP-
Fusionsprotein nicht um die WT-Form des Proteins handelt, sollte zunächst geklärt werden, ob sich 
das fluoreszierende Protein im Mikroskop ähnlich verhielt wie das WT-Protein. Also wurden 
MDCKMx1-GFP-Zellen mit einem monoklonalen α-Mx1-Antikörper inkubiert, welcher wiederum mit 
einem α-Maus-Alexa546-Antikörper detektiert wurde. Abb. 3.7 macht deutlich, dass sich die beiden 
Signale weitestgehend entsprechen. Der Antikörper detektiert sowohl das endogene als auch das 
exogene Mx1. Als Kontrolle wurde der fluoreszierende Zweitantikörper alleine auf die MDCKMx1-GFP-
Zellen gegeben. Hier zeigte sich wie erwartet kein Signal. Des Weiteren wurden MDCK-WT-Zellen mit 
demselben α-Mx1-Antikörper inkubiert wie die MDCKMx1-GFP-Zellen. Auch hier zeigte sich die 
netzartige Verteilung von Mx1 über die gesamte Zelle hinweg. Zusammenfassend legen diese Daten 
nahe, dass es sich bei dem Mx1-GFP-Fusionsprotein um eine fluoreszierende Mx1-Variante handelt, 
die sich, zumindest was ihren Habitus im Fluoreszenzmikroskop betrifft, vom endogenen Protein 







Abbildung 3.7: Vergleich von endogenem Mx1 mit Mx1-GFP 
Polare MDCK-WT-Zellen und MDCKMx1-GFP-Zellen wurden in PFA (4 %) fixiert und einer 
Immunfluoreszenzfärbung mit α-Mx-Antikörper (mAb, M143) unterzogen. A) zeigt den x/z-scan solcher Zellen. 
Es zeigt sich, dass Mx1 gehäuft an der apikalen Seite der Zellen in relativ großen Kompartimenten (Ø ca. 300 
nm) anzutreffen ist. B) Wie auch in A) zu sehen ist, entspricht die mit dem Antikörper erzielte Färbung der des 
GFP-Signals, d. h. der Antikörper detektiert auch das exogene Mx1-GFP. Des Weiteren sind einzelne kleine rote 
Signale zu sehen, die nur das endogene Mx1 darstellen. C) zeigt die Kontrolle ohne α-Mx1-Antikörper. D) Hier 
wurden MDCK-WT-Zellen verwendet. Es zeigt sich eine mit dem Mx1-GFP-Signal vergleichbare Morphologie 
und Verteilung des Mx1-Signals. 
 
Abb. 3.8 zeigt Mx1-GFP aufgenommen mit Hilfe verschiedener Mikroskopiertechniken. Abb. 3.8 A 
zeigt eine Übersichtaufnahme einer stabil transfizierten MDCKMx1-GFP-Zelllinie. Es wird deutlich, dass 
Mx1-GFP in relativ großen Aggregaten auftaucht, die in xy-Richtung über die komplette Zelle verteilt 





Verlagerung von Mx1-GFP in Richtung apikaler Zellpol gibt. Dies lässt sich an Hand der 
Detektionsmöglichkeit von Mx1-GFP im apikalen TIRF nachweisen. Wie in Abb. 3.8 B zu sehen ist, 
befindet sich ein Großteil der Mx1-GFP-Fluoreszenz innerhalb des 90 nm Detektionsbereichs des 
TIRF-Mikroskops. Abb. 3.8 C zeigt eine x/z-Aufnahme von MDCKMx1-GFP-Zellen. Auch hier ist zu sehen, 
dass sich Mx1-GFP eher am apikalen Ende der Zelle befindet. In Teilabbildung D wurde ein z-Stapel 
einer MDCKMx1-GFP-Zelle mit Hilfe der Volocity-Software dekonvuliert und zu einem 3D-Bild 
zusammengefügt. Insgesamt wird deutlich, dass es sich um runde oder ovale Mx1-Ansammlungen 
handelt. Zu diesem Zeitpunkt war unklar, ob es sich dabei um von einer Membran umschlossene 
Kompartimente handelt oder um Mx1-GFP-Oligomere. 
 
Abbildung 3.8: Mx1-GFP 
Die Bilder zeigen Mx1-GFP in stabil transfizierten MDCK-Zellen aufgenommen und dargestellt mit 
verschiedenen Mikroskopiertechniken. A) Übersichtaufnahme von konfluenten, polaren MDCKMx1-GFP-Zellen. 
Mx1-GFP wird in der Horizontalen über die gesamte Zelle hinweg exprimiert. Die apikale  TIRF-Aufnahme in B) 
und der x/z-scan in C) machen deutlich, dass Mx1-GFP in der Vertikalen gehäuft am apikalen Zellpol vorkommt. 
D) 3D-Rekonstruktion einer MDCKMx1-GFP-Zelle nach Dekonvolution von 28 Einzelbildern mit der Volocity-






3.5 Untersuchungen zur Rolle von  Mx1 im apikalen Proteintransport 
 
3.5.1 Mx1-GFP zeigt ein dynamisches Fissions- und Fusionsverhalten von Membranstrukturen 
 
Bei der Aufnahme der ersten Bilder von MDCKMx1-GFP-Zellen stellte sich die Frage nach der 
Beweglichkeit der Mx1-GFP-Strukturen. Deswegen wurden Lebendzellaufnahmen von auf PET-Filtern 
gewachsenen MDCKMx1-GFP-Zellen erstellt. Die unten aufgeführten Bildfolgeaufnahmen stellen nur 
eine kleine Auswahl immer wiederkehrender Phänomene von fusionierenden und sich teilenden 
Mx1-Aggregaten dar. Innerhalb einer Minute schließen sich die in Abb. 3.9 A dargestellten Mx1-GFP-
Strukturen zu einem einzigen zusammen. Oft konnte auch beobachtet werden, dass sich aus diesem 
Zusammenschluss wieder Mx1-GFP-Elemente lösten und sich vom ursprünglichen Ort wegbewegten. 
Abb. 3.9 B zeigt einen solchen Abknospungsvorgang. Hier löst sich innerhalb von 60 s eine im 
Durchmesser etwa 300 nm breite Mx1-GFP-Struktur aus ihrem ursprünglichen Verband und 
verschwindet aus dem Fokus. Es stellte sich also heraus, dass es sich bei den Mx1-GFP-Strukturen um 
sehr bewegliche und dynamische Strukturen handelte, die immer wieder miteinander verschmolzen 
oder voneinander abknospten. Dabei stellte sich die Frage nach der Ursache und dem Grund für 
dieses Verhalten. Da es sich bei Mx1 um eine große GTPase mit Dynamin-ähnlicher Struktur handelt, 
war es nicht überraschend es in einer Zellstruktur vorzufinden, welche offensichtlich einer erhöhten 
Fusions- und Fissions-Dynamik unterliegt. Die Lebendzellaufnahmen legen nahe, dass Mx1, welches 
in MDCK-Zellen eine ausgewiesen geringe Anti-Influenza-Eigenschaft besitzt (Seitz et al., 2010), 
andere intrazelluläre Aufgaben besitzt, die möglicherweise im vesikulären Transport zu suchen sind. 
Dabei blieb nach wie vor ungeklärt ob - und falls ja um welches – Kompartiment es sich dabei 
handeln würde. Hier sollten weitere mikroskopische Untersuchungen Aufschluss geben. Außerdem 
wurde eine Membranaufreinigung mit MDCK-WT-Zellen durchgeführt. Abb. 3.9 C macht deutlich, 
dass es sich bei Mx1 sehr wahrscheinlich um ein Membran assoziiertes Protein handelt. In der 
rechten Spur wurde ein Totallysat von MDCK-WT-Zellen aufgetragen. Hierin befindet sich das 
zytosolische Protein GAPDH. Mx1 hingegen ist auch in der Zytosol-freien Membranaufreinigung in 







Abbildung 3.9: Fusion und Abspaltung von Mx1-GFP-tragenden Strukturen 
MDCKMx1-GFP-Zellen wurden für fünf Tage auf PET-Filtern kultiviert und im Epifluoreszenz-Mikroskop mit 
Autofokus betrachtet. Die Lebendzell-Aufnahmen zeigen dynamische Mx1-GFP tragende Strukturen (Pfeile), die 
miteinander fusionieren (A) oder sich voneinander abspalten (B). C) Mit MDCK-WT-Zellen wurde eine 
Membranaufreinigung durchgeführt. Während das zytosolische Protein GAPDH nur im Lysat auftaucht, 
befindet sich Mx1 auch in der Membranfraktion. s: Sekunden 
 
3.5.2 Colokalisation von P75-DsRed und Mx1-GFP 
 
Die Assoziation von Mx1 mit P75-GFP-Vesikeln wurde in der 2D-Gelelktrophorese mit anschließender 
MALDI-TOF-Analyse entdeckt. Nun sollte mit Hilfe von Fusionsproteinen diese Assoziation auch im 





transfiziert auf welchem die genetische Information für ein P75-DsRed-Fusionsprotein gespeichert 
war. Wie die in Abb. 3.10 gezeigte Aufnahme einer Zelle, welche beide Fusionsproteine enthält, 
verdeutlicht, kommt es des Öfteren zur Überlagerung der beiden Signale (Pfeile). An diesen Stellen 
scheinen Mx1-GFP und P75-DsRed in ein und demselben Kompartiment vorzukommen, was die 
massenspektrometrischen Daten untermauert.    
 
Abbildung 3.10: Colokalisierung von Mx1-GFP und P75-DsRed im KLSM 
MDCKMx1-GFP-Zellen wurden transient mit P75-DsRed transfiziert und im KLSM betrachtet. In der Überlagerung 
sind deutliche Colokalisierungen zu sehen (Pfeile). Meist befinden sich diese in perinukleärer Lage. Maßstab: 10 
µm 
Nun stellte sich die Frage, ob  P75 direkt mit Mx1 interagiert. Dies wurde in pulldown-Analysen 
überprüft. Wie Abb. 3.11 zeigt, konnte weder P75 mit Mx1 noch Mx1 mit P75 copräzipitiert werden. 
Dies weist darauf hin, dass Mx1 und P75-GFP keine direkte Interaktion eingehen. Der Beweis, dass 
eine Co-Präzipitation von Mx1 an sich möglich ist, wird in Abb. 3.19 aufgeführt. 
 
Abbildung 3.11: Co-Immunopräzipitation von Mx1 und P75 
MDCKP75-GFP-Zellen wurden in Co-IP-Puffer lysiert und mit den jeweils angegebenen Antikörpern inkubiert. Die 
PAS-Präzipitate wurden im Western-Blot analysiert. Es konnte nicht gezeigt werden, dass P75 mit Mx1 co-






3.5.3 Mx1-GFP und diverse zelluläre Marker 
 
Um die Identität der Mx1-Ansammlungen weiter zu klären, wurden konfokalmikroskopische 
Aufnahmen von Mx1 gemeinsam mit mehreren anderen Proteinen gemacht. Aufgrund der 
beobachteten Dynamik der Mx1-Aggregate und einem Hinweis aus der Literatur (Racicot and Ott, 
2010) sollte die Assoziation von Mx1 mit dem Tubulin-Zytoskelett überprüft werden. In MDCKMx1-GFP-
Zellen wurde mittels Immunfluoreszenz  das Tubulin-Zytoskelett dargestellt. Hier zeigte sich eine 
deutliche Aufreihung von Mx1-haltigen Strukturen entlang von Mikrotubuli (Abb. 3.12 C). Außerdem 
wurde die Anwesenheit von Mx1 im endoplasmatischen Reticulum (ER) überprüft. Mit Mx1-GFP und 
ER-DsRed doppelt transfizierte MDCK-Zellen zeigten keine Colokalisierung der beiden Marker. 
Während sich das ER in filigranen netzartigen Strukturen rund um den Nukleus im Zytoplasma 
verteilt, verstreut sich Mx1-GFP eher gleichmäßig und in größeren Vesikel ähnlichen Strukturen 
durch die ganze Zelle. Auch mit dem lysosomalen Marker LAMP2 kann Mx1 nicht zur Deckung 
gebracht werden. Schaut man allerdings auf den frühen Endosomen-Marker EEA1, so lassen sich 







Abbildung 3.12: KLSM-Aufnahmen von Mx1-GFP und diversen zellulären Markern 
A) MDCKMx1-GFP-Zellen wurden mit dem ER-Marker ER-DsRed co-transfiziert. Während das ER vorwiegend in 
Kernnähe zu finden ist, erstreckt sich das Mx1-GFP-Signal über die gesamte Zelle. B) Mx1-GFP zeigt stellenweise 
Colokalisierung mit dem frühen Endosom-Marker EEA1. C) Färbt man in MDCKMx1-GFP-Zellen das Tubulin-
Zytoskelett so macht sich eine auffallende Aufreihung von Mx1-GFP-Kompartimenten entlang von Mikrotubuli-
Strängen bemerkbar (Pfeile). D) Eine Colokalisierung von Mx1-GFP mit dem Lysosomen-Marker LAMP2 war 
nicht nachweisbar. EEA1: Early endosome antigen 1; LAMP2: lysosomal membrane-associated protein 2; 






3.5.4 Lokalisation von Mx1 in einem frühen endosomalen Kompartiment 
 
Alle bisher erhaltenen Erkenntnisse ließen darauf schließen, dass es sich bei den Mx1-Ansammlungen 
um vesikuläre Strukturen handelte. Dabei gab es Übereinstimmungen mit Markern des 
endocytotischen Weges wie EEA1. Deshalb sollte noch etwas näher auf die Anwesenheit von Mx1 im 
Endozytoseweg  eingegangen werden. Hierfür wurden MDCKMx1-GFP-Zellen mit Hilfe der 
Immunfluoreszenzfärbung auf Colokalisationen von Mx1-GFP mit den Proteinen Clathrin (schwere 
Kette), Dynamin-2 und EEA1 untersucht. Wie bereits in Abb. 3.12 gezeigt, konnte eine gelegentliche 
Übereinstimmung des Mx1-GFP-Signals mit dem von EEA1 bestätigt werden. Des Weiteren konnte 
eine selten vorkommende Interaktion von Mx1 mit Dynamin-2 beobachtet werden. Dies könnte auf 
eine mögliche Rolle von Mx1 als vesikulierendes oder tubulierendes Protein hinweisen, dass für die 







Abbildung 3.13: Mx1 im Endozytoseweg 
MDCKMx1-GFP-Zellen wurden mittels Immunfluoreszenzfärbug auf die Lage der im Endozytoseweg beteiligten 
Proteine Clathrin (A), Dynamin-2 (B) und EEA1 (C) geprüft. Es zeigte sich eine teilweise Colokalisation von Mx1-
GFP mit Dynamin-2 und EEA1. Maßstab: 10 µm  
 
Die Colokalisierung von Mx1 mit Dynamin-2 sollte näher untersucht werden. Möglicherweise 
könnten die Proteine Hetero-Oligomere mit dem jeweils anderen Protein ausbilden. Aufgrund der 
Strukturähnlichkeit wäre dies denkbar und wurde auch bereits in Mausgehirn-Extrakten 
nachgewiesen (Jatiani and Mittal, 2004). Auf dieser Annahme aufbauend wurde eine Co-
Immunopräzipitation mit MDCK-WT-Zellen durchgeführt. Dabei wurde mit einem α-Mx1-Antikörper 
Mx1 präzipitiert und im anschließenden Western-Blot kontrolliert, ob Dynamin-2 copräzipitierte. Wie 
in Abb. 3.14 zu sehen ist, war dies nicht der Fall. Daher bleibt ungeklärt, ob es sich bei der in Abb. 
3.13 gezeigten Colokalisation um eine stabile Interaktion handelt oder eine eher zufällige 





konnte ein weiteres Mal, neben dem in Abb. 3.19 gezeigten Versuch, keine direkte Interaktion 
zwischen Mx1 und α-Tubulin gezeigt werden. Wie in Abb. 3.12 zu sehen ist, kommt es zwar zu einer 
gelegentlichen Aufreihung von Mx1-Strukturen entlang von Mikrotubuli. Diese scheint aber nicht von 
einer direkten Bindung von Mx1 an die einzelnen Tubulin-Untereinheiten abzuhängen. Dass Mx1-
Interaktionen per se durch solch eine Co-Immunopräzipitation detektierbar sind, zeigt Abb. 3.19. 
 
Abbildung 3.14: Co-Immunopräzipitation von Mx1 und Dynamin-2 
Mx1 wurde aus MDCK-WT-Zellen mit einem polyklonalen α-Mx1-Antikörper präzipitiert und im Western-Blot 
detektiert. Nach dem Nachweis von Dynamin-2 und α-Tubulin zeigt sich, dass keins dieser beiden Proteine mit 
Mx-1 copräzipitiert wurde.  
 
Anhand des Vergleichs mit diversen Rab-Proteinen, die charakteristisch für bestimmte Endosomen 
sind, sollte das zelluläre Kompartiment in dem Mx1 vorkommt, weiter bestimmt werden. Aus diesem 
Grund wurden Aufnahmen von MDCKMx1-GFP-Zellen gemacht, die in der Immunfluoreszenzfärbung mit 
Antikörpern gegen die endosomalen Marker Rab4, 8 und 11 behandelt wurden. Wie in Abb. 3.15 
gezeigt, gibt es zwischen dem frühen Endosomen-Marker Rab4 und Mx1-GFP des Öfteren 
Übereinstimmungen, während dies für den Marker für Recycling-Endosomen – Rab11 – nicht gilt. 
Auch der im TGN vorkommende Marker Rab8 zeigt wenig bis keine Colokalisierung mit Mx1-GFP. 
Betrachtet man diese Erkenntnisse gemeinsam, so lässt sich darauf schließen, dass die Rolle von Mx1 
beim Trafficking apikaler nicht mit Lipid-Rafts assoziierten Proteinen möglicherweise in einem späten 
Traffickingschritt oder im Recycling dieser Proteine zu suchen ist. Allerdings kollidieren diese Daten 
mit der Tatsache, dass Mx1 in den 2D-Gel-Experimenten bereits nach 5 min in den P75-GFP-Vesikeln 







Abbildung 3.15: Mx1-GFP und Endosomen im apikalen TIRF 
In 5 Tage alten, polaren, auf PET-Filtern gewachsenen MDCKMx1-GFP-Zellen wurden die endosomalen Marker 
Rab4, 8 und 11 mit Antikörpern markiert und im apikalen TIRFM bei einer Eindringtiefe von 90 nm beobachtet. 
A) Hier ließ sich eine teilweise Übereinstimmung zwischen dem frühen Endosomen-Marker Rab4 und Mx1-GFP 
ausmachen (Pfeile). B) + C) Mit dem für Recycling-Endosomen typischen Marker Rab11 konnte Mx1-GFP nicht 
in Verbindung gebracht werden, während es mit dem im TGN zu findenden Rab8 sehr selten colokalisiert ist 







3.6 Einfluss von Mx1 auf den apikalen Transport von P75 
 
Nachdem festgestellt wurde, dass Mx1 speziell in nicht mit Lipid-Rafts assoziierten Vesikeln 
anzutreffen war, sollte untersucht werden, ob die Abwesenheit von Mx1 in der Zelle einen Einfluss 
auf den Transport von P75-GFP zur apikalen Zytoplasmamembran hatte. Aus diesem Grund wurde 
die Expression von Mx1 mittels siRNA-knock-down-Experimenten herabgesetzt und die Anwesenheit 
von P75-GFP auf der Zelloberfläche in einer Oberflächen-Immunopräzipitation kontrolliert.  
Zunächst sollte jedoch die knock-down-Effizienz der Mx1-siRNA getestet werden. Hierfür wurde mit 
MDCKP75-GFP-Zellen siRNA-knock-down-Experimente gegen Mx1 durchgeführt und die Proteinmenge 
von Mx1 im Western-Blot densitometrisch gemessen. Als Kontrolle diente die Transfektion der Zellen 
mit einer siRNA gegen ein Gen, welches in MDCK-Zellen nicht exprimiert wird. In diesem Fall die 
Luciferase. So können Effekte, die auf der Anwesenheit einer siRNA in der Zelle per se beruhen, 
ausgeschlossen werden. Abb. 3.16 A zeigt einen repräsentativen Western-Blot nach Mx1-knock-
down. Wie die Quantifizierung von 3 Experimenten zeigte, konnte die Expression von Mx1 auf 
Protein-Ebene auf ca. 1 % (+/-1 %) der Ursprungsmenge reduziert werden. Dieser knock-down hatte 
offensichtlich keinen Einfluss auf den basolateralen Proteintransport oder die Polarität der Zellen wie 
in Abb. 3.16 C gezeigt wird. Hier wurden MDCK-Zellen nach Mx1-knock-down auf die Lage der 
basalen Marker E-Cadherin und β-Catenin untersucht. Wie in der Aufsicht und im x/z-Scan zu sehen 






Abbildung 3.16: Knock-Down von Mx1 in MDCK-Zellen 
A) MDCK-Zellen wurden für 6 Tage kultiviert. Am zweiten und am vierten Tag nach Aussaat wurde eine siRNA-
Transfektion durchgeführt. Wie im Western-Blot und der anschließenden Quantifizierung in B) zu sehen ist 
wurde die Protein-Menge von Mx1 um ca. 99 % reduziert. Als Kontrolle diente α-Tubulin. B) In den wie unter A) 
beschriebenen Zellen wurden die lateralen Markerproteine E-Cadherin und β-Catenin angefärbt. Der knock-
down von Mx-1 scheint keinen Einfluss auf deren korrekte Sortierung in die basolaterale Zytoplasmamembran 
zu haben. a: apikal; bl: basolateral; Maßstab: 10 µm 
 
Nachdem die knock-down-Effizienz der siRNA festgestellt worden war, konnte mit den Oberflächen-
IP-Experimenten begonnen werden. Also wurden auf PET-Filtern gewachsene MDCKP75-GFP-Zellen auf 
die Anwesenheit von P75-GFP auf deren Oberfläche getestet. Zuvor wurden die Zellen einen Tag 





startete nach fünf Tagen, nachdem die Zellen vollständige Polarität erreicht hatten. Vergleicht man 
nun das P75-GFP-Signal auf der apikalen Oberfläche von Zellen mit Mx1-knock-down mit denen der 
Kontroll-siRNA, so lässt sich feststellen, dass P75-GFP in diesem Fall nicht mehr so effizient an die 
apikale Oberfläche gelangt. Es kommt dabei allerdings nicht zu einer Fehlsortierung von P75-GFP in 
die basolaterale Zytoplasmamembran. Hier ist P75-GFP in keinem Fall zu finden. Somit kann 
ausgeschlossen werden, dass es sich bei Mx1 um einen direkten Sortierrezeptor handelt. Wie in der 
Quantifizierung in Abb. 3.17 B zu sehen ist, gelangt das apikale Glykoprotein P75-GFP nach knock-
down von Mx1 nur noch zu 34 % (+/-1,6 %) auf die apikale Oberfläche. Dazu im Vergleich steht die 
Kontrollbehandlung der MDCKP75-GFP-Zellen mit einer siRNA gegen Luciferase. Hier gelangen rund 39 
% (+/-1,6 %) in die apikale Zytoplasmamembran. Dieser eher geringe Effekt des Mx1-knock-downs 
auf den Transport von P75-GFP zur apikalen Oberfläche lässt darauf schließen, dass es sich bei dem 
Dynamin-ähnlichen Protein Mx1 möglicherwiese um eine ersetzbare Komponente im apikalen 
Trafficking nicht Lipid-Raft assoziierter Proteine handelt. Außerdem wäre denkbar, dass Mx1 lediglich 
am Recycling des Neurotrophinrezeptors an der Zelloberfläche und nicht an dessen post-Golgi-
Trafficking beteiligt ist. 
 
Abbildung 3.17: Oberflächen-Immunopräzipitation von P75-GFP nach Mx1-knock-down 
A) In MDCKP75-GFP-Zellen wurde ein Mx1-knock-down durchgeführt. Anschließend wurden die auf PET-Filtern 
gewachsenen Zellen auf die Anwesenheit von metabolisch markiertem P75-GFP auf deren Oberfläche 
überprüft. Wie der Phosphoimager-Screen zeigt, gelangt in den mit Luciferase behandelten Zellen mehr P75-
GFP an die apikale Oberfläche als in Zellen mit Mx1-knock-down (obere Reihe). Die Menge an P75-GFP an der 
basolateralen Oberfläche ändert sich kaum. Gleichzeitig wurde untersucht, ob das nicht transportierte P75-GFP 
folglich im Zytoplasma verblieb (untere Reihe). Dies ist in Mx1-knock-down-Zellen in Relation zur P75-GFP-
Menge auf der apikalen Oberfläche gesehen der Fall. B) Quantifizierung von 3 Oberflächen-IP-Experimenten 
wie in A) dargestellt. Im Falle des Mx1-knock-downs gelangen nur noch 34 % (+/-1,6 %) des P75-GFPs in die 






3.7 Mx1-GFP und Galectin-3 befinden sich gemeinsam in einem Kompartiment im 
apikalen Zellcortex 
 
Mx1 wurde als eine Komponente von P75-GFP-Vesikeln in der MALDI-TOF-Analyse identifiziert. Da es 
sich bei P75 um ein vom apikalen Sortierrezeptor Galectin-3 sortiertes Protein handelt, sollte auch 
ein Augenmerk auf die mögliche Interaktion von Galectin-3 mit Mx1 geworfen werden. Deshalb 
wurden MDCKMx1-GFP-Zellen an Hand von Immunfluoreszenztechniken auf die Anwesenheit von 
Galectin-3 geprüft. Wie sich herausstellte liegen Galectin-3 und Mx1-GFP offensichtlich in einem 
subapikalen Bereich in ein und demselben Kompartiment vor. Wie die TIRF-Aufnahmen bei 90 nm in 
Abb. 3.18 zeigen, kommt es zu häufigen Colokalisierungserscheinungen zwischen Galectin-3 und 
Mx1-GFP. 
 
Abbildung 3.18: Colokalisierung von Mx1-GFP und Galectin-3 im apikalen TIRFM 
Fünf Tage alte auf PET-Filtern gewachsene MDCKMx1-GFP-Zellen wurden in PFA (4 %) fixiert und mit α-Galectin-3-
Antikörper markiert. Im Anschluss wurden apikale TIRFM-Aufnahmen bei einer Eindringtiefe von 90 nm 
gemacht. Die Pfeile zeigen auf Strukturen, in denen sowohl der apikale Sortierrezeptor Galectin-3 als auch das 
Dynamin-ähnliche Mx1-GFP zu finden sind. Maßstab: 10 µm  
 
Nun sollte festgestellt werden, ob es sich bei der Colokalisation der beiden Proteine um eine direkte 
Interaktion handelte oder ob die beiden nur im gleichen Kompartiment vorlagen. Zu diesem Zweck 
wurde eine Co-Immunopräzipitation mit MDCKMx1-GFP-Zellen durchgeführt. Diese wurden lysiert und 
Mx1-GFP mit verschiedenen Antikörpern präzipitiert. Dieser Versuch diente zugleich dafür, geeignete 
Antikörper zur Mx1-Immunopräzipitation zu finden. Wie sich herausstellte, ließ sich Mx1-GFP sehr 
gut mit jedem der benutzten Antikörper  präzipitieren. Sowohl die beiden Mx1-Antikörper, als auch 
der GFP-Antikörper sorgten für eine deutliche Anreicherung von Mx1-GFP verglichen mit den 
Kontrollen ohne Antikörper oder mit einem gegen ein anderes Protein gerichteten Antikörper (hier: 
α-Tubulin). Auffällig war dabei, dass mit dem mittels α-GFP präzipitierten Mx1-GFP auch ein geringer 





bestätigt werden. Es scheint also, dass Mx1-GFP mit dem endogenen Protein Oligomere bildet. Ein 
weiterer Hinweis darauf, dass die Funktion von Mx1-GFP der des endogenen Proteins entspricht. 
Außerdem bestätigt dies die Tendenz von Mx1 Oligomere zu bilden. Nichtsdestotrotz konnte keine 
Interaktion zwischen Mx1 und Galectin-3 festgestellt werden. In keiner der Mx1-GFP-IPs lässt sich 
Galectin-3 in einer höheren Menge als im Hintergrund finden. Dies legt nahe, dass Galectin-3 und 
Mx1-GFP zwar im gleichen Kompartiment vorliegen, es aber zu keiner direkten Interaktion der 
beiden kommt. 
 
Abbildung 3.19: Co-Immunopräzipitation Mx1 
In diesem Experiment wurden verschiedene Antikörper zur Mx1-Präzipitation getestet. Die jeweils 
angegebenen Zelllinien wurden in Co-IP-Lysispuffer lysiert und Mx1-GFP mit den rechts angezeigten 
Antikörpern präzipitiert. Es konnte gezeigt werden, dass jeder der benutzten Antikörper dazu fähig war, Mx1-
GFP zu präzipitieren. Auffällig war im Fall der Präzipitation mit α-GFP-Antikörper die Co-Präzipitation von 







3.8 Einfluss von Mx1 auf die unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 
 
Galectin-3 ist ein apikaler Sortierrezeptor, der die Lipid-Raft-unabhängigen Proteine P75 und LPH in 
die apikale Zytoplasmamembran dirigiert. Über das bislang ungeklärte Schicksal des Lectins nach der 
Durchführung seiner Sortierarbeit ist bislang nichts bekannt. Fakt ist, dass ein sehr geringer Teil des 
in der Zelle vorhandenen Galectin-3 in das apikale Medium abgegeben wird (Lindstedt et al., 1993). 
Darüberhinaus ist bekannt, dass Galectin-3 keine ER-Signalsequenz trägt und die Zelle durch eine 
sogenannte unkonventionelle Sekretion verlässt. In der Arbeitsgruppe um Troy Ott wurde 
festgestellt, dass auch Mx1 über einen unkonventionellen Sekretionsweg aus der Zelle gelangt 
(Toyokawa et al., 2007a). Vielmehr wurde über einen regulatorischen Einfluss von Mx1 auf diesen 
Sekretionsweg spekuliert (Toyokawa et al., 2007b). Um diesen Hinweisen nachzugehen, wurden auf 
PET-Filtern gewachsene MDCK-WT-Zellen mit siRNA gegen Mx1 behandelt und in deren apikalem 
und basolateralem Medium die Galectin-3-Menge gemessen. Wie in Abb. 3.20 zu sehen ist verringert 
sich nach Mx1-knock-down die Galectin-3-Menge im apikalen Medium um ein Vielfaches. In das 
basolaterale Medium wird Galectin-3 nicht sekretiert. Als Proteinladekontrolle wurde im Western-
Blot GAPDH nachgewiesen. Deren Nachweis zeigt außerdem, dass sich im apikalen Medium keine 
Proteine befanden, die z.B. durch zerstörte Zellen dort hineingelangen könnten. Offensichtlich 
scheint also Mx1 einen Einfluss auf die unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 zu haben.   
Abbildung 3.20: Mx1 beeinflusst die unkonventionelle Sekretion von Galectin-3 
MDCK-WT-Zellen wurden für 6 Tage auf PET-Filtern kultiviert. Währenddessen wurden siRNA-Behandlungen 
durchgeführt, um die Expression von Mx1 herabzusetzen. Als Kontrolle diente die Transfektion von siRNA 
gegen das in MDCK-Zellen nicht exprimierte Luciferase-Gen. Anschließend wurde jeweils das apikale und 
basolaterale Medium entnommen und die darin enthaltenen Proteine mittels TCA gefällt. Außerdem wurden 
die Zellen in Co-IP-Puffer lysiert und alle Proben im Western-Blot analysiert.  In Zellen mit Mx1-knock-down 
wird Galectin-3 zu einem geringeren Anteil ins apikale Medium abgegeben als in den Kontrollzellen. Der 
Nachweis von GAPDH als zytosolisches Protein schließt unspezifische Sekretion aus, da dieses weder im 





3.9 Untersuchung der Sekretion von Galectin-3 im apikalen TIRFM 
 
Als nächstes sollte geklärt werden, ob es möglich wäre den Sekretionsvorgang von Galectin-3 in 
MDCK-Zellen mikroskopisch zu beobachten. Dieser Vorgang konnte in COS-Zellen bereits 
eindrucksvoll festgehalten werden (Schneider et al., 2010). In diesem Fall konnten Galectin-3-Vesikel 
gezeigt werden, die sich der Zelloberfläche dieser unpolaren Affennierenzellen nähern und 
schließlich in deren Zytoplasmamembran verschmelzen. Auch für P75-GFP wurde dies bereits in  
unpolaren Zellen gezeigt (Kreitzer et al., 2003). Aus diesem Grund wurde die apikale Seite der 
stabilen Zelllinie MDCKP75-GFP/Gal3-DsRed und der transient transfizierten Zelllinien MDCKP75-GFP/Rab11-DsRed 
und MDCKGal3-YFP/Rab11-DsRed unter dem TIRF-Mikroskop betrachtet. Wie in Abb. 3.21 A zu sehen ist, 
tauchen P75-GFP und sein apikaler Sortierrezeptor Galectin-3 in manchmal punktförmigen, 
manchmal tubulären Strukturen in bzw. auf der apikalen Oberfläche der MDCK-Zellen auf. Da es sich 
bei MDCK-Zellen um Epithelzellen handelt, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei den tubulären 
Strukturen um Mikrovilli handelte. Auf diese Hypothese soll in den hieran anschließenden 
Abbildungen näher eingegangen werden. Zunächst aber sollte das Kompartiment, in welchem sich 
P75-GFP an der apikalen Zellseite befindet näher definiert werden. Dafür wurde die stabile Zelllinie 
MDCKP75-GFP transient mit der fluoreszierenden Variante des Recycling-Endosomen-Marker Rab11-
DsRed transfiziert. Wie Abb. 3.21 B nahelegt, handelt es sich bei den tubulären Strukturen, in denen 
sich P75-GFP befindet um Recycling-Endosomen, die den dafür typischen Marker Rab11 tragen. Nun 
stellte sich die Frage, ob auch Galectin-3 in diesen Recycling-Endosomen vorkommen würde. Dies 
wurde überprüft, indem eine stabile MDCKGal3-YFP-Zelllinie transient mit Rab11-DsRed transfiziert 
wurde. Wie in Abb. 3.21 C zu erkennen ist, scheint auch Galectin-3-YFP zumindest teilweise mit 
Rab11-DsRed colokalisiert vorzuliegen. Diese Erkenntnisse lassen den Schluss zu, dass Galectin-3 
gemeinsam mit P75-GFP am apikalen Zellpol in einem endosomalen Kompartiment vorliegt.  Bei 
diesem Kompartiment handelt es sich aufgrund der hohen Rab11-Menge um Recycling-Endosomen. 
Ein direkter Fusionsvorgang von Galectin-3-haltigen Vesikeln mit der apikalen Membran konnte nicht 
beobachtet werden, da sich die Oberfläche  der MDCK-Zellen als zu uneben erwies und mögliche 







Abbildung 3.21: Lokalisation von Galectin-3 am apikalen Zellpol 
Polare, fünf Tage alte MDCKP75-GFP-Zellen oder MDCKGal3-YFP-Zellen wurden mit Galectin-3-DsRed bzw. Rab11-
DsRed cotransfiziert und im apikalen TIRFM bei 90 nm Eindringtiefe betrachtet. A) Es ist zu erkennen, dass P75-
GFP und Gal3-DsRed gemeinsam (Pfeile) in einem sowohl vesikulären als auch tubulären Kompartiment knapp 
unterhalb oder auf der apikalen Oberfläche zu finden sind. B) Dieses tubulo-vesikuläre Netzwerk scheint ein mit 
für Recycling-Endosomen typisches Rab11-positives Kompartiment zu sein. Es zeigt sich eine deutliche 
Colokalisierung mit P75-GFP (Pfeile). C) Auch Galectin-3-YFP scheint – zwar nicht im gleichen Maße wie P75-
GFP – in diesem Rab11-positiven Kompartiment vorhanden zu sein (Pfeile). Maßstab: 10 µm  
 
Bei den Aufnahmen von MDCK-Zellen im apikalen TIRFM fielen längliche, tubuläre Strukturen auf, die 
bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht beobachtet wurden. Diese Strukturen enthielten die Proteine 
P75-GFP, Rab11-DsRed und zu Teilen Galectin-3-DsRed. Da es sich um Beobachtungen am apikalen 
Zellpol handelte, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei den im Durchschnitt ca. 2,4 µm langen und 
ca. 0,2 µm breiten Strukturen um Mikrovilli handelte. Diese Vermutung wurde von 





Zellen zeigen (Abb. 3.22). Mit Antikörpern gegen P75 ließ sich zeigen, dass dieses sich gehäuft in 
fingerartigen Gebilden an der Zelloberfläche befand. Dabei handelt es sich mit großer 
Wahrscheinlichkeit um Mikrovilli. Allerdings lassen sich auch intrazellulär Goldpartikel nachweisen. 
 
Abbildung 3.22: TEM von MDCKP75-GFP-Zellen 
P75-GFP wurde für die Untersuchung im TEM mit 10 nm Goldpartikeln markiert. A) Es zeigte sich, dass P75-GFP 
in an Mikrovilli erinnernde Strukturen auf der Oberfläche von MDCK-Zellen zu finden ist. Aber auch Strukturen 
unterhalb der apikalen Zytoplasmamembran wurden angefärbt (Pfeilspitzen). B) Hier ist ein Schnitt durch die 
röhrenförmigen Strukturen auf der Oberfläche der MDCK-Zellen zu sehen. P75-GFP scheint hier in der 







Um die Aufklärung der Identität der tubulären Strukturen voranzubringen, wurden weitere 
Untersuchungen angestellt. In Abb. 3.23 soll zunächst die drastisch verbesserte Möglichkeit des TIRF-
Mikroskops, sehr kleine Strukturen abzubilden, verdeutlicht werden. MDCKP75-GFP/Gal3-DsRed-Zellen 
wurden jeweils einmal im Epifluoreszenzmodus und einmal im TIRF-Modus betrachtet. Und zwar 
einmal von der apikalen Seite aus und einmal von der basolateralen. Im basolateralen TIRF ist der 
Informationsgewinn ebenfalls deutlich, jedoch nicht so stark wie im apikalen TIRF. Dort ist im 
Epifluoreszenzbild lediglich ein diffuses Leuchten zu sehen, während im TIRF-Bild detaillierte und 
voneinander abgrenzbare Strukturen auftauchen. Diese zeigen die bereits erwähnte tubuläre Form 
auf, die es weiter zu untersuchen galt. 
Abbildung 3.23: Vergleich von Epifluoreszenz-, und TIRF-Mikroskopie 
Fünf Tage alte, polare MDCK-Zellen wurden entweder von der apikalen oder der basolateralen Seite in der 
Epifluoreszenz oder im TIRFM beobachtet. TIRF-Aufnahmen zeigen generell eine immense Verbesserung der 
Detailtreue. Dies macht sich auf der apikalen Seite mit dem Erscheinen distinkter tubulärer und vesikulärer 
Strukturen bemerkbar (Pfeilspitzen), während in den Epifluoreszenzbildern nur diffuse Farben zu erkennen 
sind. Auf der basolateralen Seite zeigen sich scharfe Zellgrenzen, die im Gegensatz zur Annahme aus 
Epifluoreszenzaufnahmen keine geraden Linien beschreiben. In der basolateralen TIRF-Aufnahme wird 
außerdem die Exklusivität der Fluoreszenz-Exitation auf einen sehr schmalen Bereich in der Nähe des 
Deckglases deutlich. Während im Epifluoreszenzbild einige große vesikuläre Galectin-3-DsRed-Strukturen zu 






Sollte es sich bei den tubulären Strukturen um Mikrovilli handeln, so sollte in diesen ein Actinskelett 
anfärbbar sein. Also wurden MDCKP75-GFP-Zellen mit dem Actin bindenden Phalloidin behandelt. Da 
dieses Phalloidin an einen im roten Bereich fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt war, konnten damit 
Aufnahmen im TIRFM gemacht werden (Abb. 3.24). Hier zeigte sich, dass Teile der tubulären 
Strukturen mit Phalloidin-Rot anfärbbar waren, während dies für andere nicht der Fall war 
(Pfeilspitzen). Des Weiteren wurde durch die Anfärbung des Tubulin-Skeletts eine Struktur auf der 
Oberfläche der MDCK-Zellen sichtbar, auf die im späteren Verlauf noch weiter eingegangen werden 
wird (Pfeil). Außerdem wurde klar, dass der Großteil der tubulären P75-GFP-Strukturen nicht mit 
dem Tubulin-Zytoskelett assoziiert war (Pfeilspitzen). 
 
Abbildung 3.24: P75-GFP-Strukturen assoziieren mit dem Actin-Zytoskelett 
Fünf Tage alte polare MDCKP75-GFP-Zellen wurden mit Phalloidin-Rhodamin auf Colokalisierung mit dem Actin-
Zytoskelett untersucht. Die Aufnahmen in apikalem TIRFM (90 nm) zeigen tubuläre P75-GFP-Strukturen, die 
teilweise mit dem an Actin bindenden Phalloidin-Rhodamin überlappen (Pfeile) und teilweise davon 
unabhängige Bereiche markieren (Pfeilspitzen). P75-GFP und α-Tubulin dagegen sind gemeinsam in einem 
einzelnen, langen tubulären Filament zu finden, bei dem es sich sehr wahrscheinlich um das Primärzilium 
handelt (Pfeile). Andere tubuläre P75-GFP-Strukturen wiederum treten unabhängig von α-Tubulin auf 







Dieser Hinweis, dass es sich offensichtlich nicht nur um Mikrovilli handelte, sondern auch noch 
andere Möglichkeiten blieben, führte zum nächsten Experiment. In einer Immunfluoreszenzfärbung 
wurde ausgenutzt, dass Antikörper eine intakte Zytoplasmamembran von MDCK-Zellen nicht 
passieren können. In diesem Fall wurden MDCKP75-GFP-Zellen einer Immunfluoreszenzfärbung 
unterzogen, ohne die Zellen vorher mit einem Detergens zu permeabilisieren. Somit hatten die 
zugegebenen Erst- und Zweitantikörper keinen Zugang zu Epitopen innerhalb der Zelle, sondern 
konnten nur Antigene auf der Zelloberfläche erkennen. Dies führte zu der Erscheinung, dass nicht alle 
P75-Strukturen auch von einem α-P75-Antikörper erkannt wurden. Wie in Abb. 3.25 zu sehen ist, 
tauchen grüne P75-GFP-Strukturen (Pfeile) auf, die nicht im roten α-P75-Signal wiedergegeben 
werden konnten. Diese Beobachtung legt den Schluss nahe, dass es sich hierbei um intrazelluläre 
P75-GFP-Strukturen handelt. Möglicherweise handelt es sich also bei den tubulären Strukturen im 
apikalen Bereich von MDCK-Zellen nicht ausschließlich um Mikrovilli. Vielmehr lassen die gezeigten 
Daten die Spekulation zu, dass es sich bei den schlauchartigen Gebilden um ein endosomales 







Abbildung 3.25: P75-GFP und Galectin-3-DsRed befinden sich in einem subapikalen Kompartiment dicht 
unter der Zytoplasmamembran 
MDCKP75-GFP und MDCKGal3-DsRed-Zellen wurden für fünf Tage auf PET-Filtern kultviert. Anschließend wurden P75-
GFP oder Galectin-3-DsRed mittels Immunfluoreszenz in nicht permeabilisierten Zellen markiert. Wie in den 
Abbildungen A) und B) zu sehen ist markieren die jeweiligen Antikörper nur die auf der Zelloberfläche 
zugänglichen Proteine, während andere Strukturen, die unterhalb der Zytoplasmamembran liegen, nicht 
erreicht werden können (Pfeile). C) Werden die Zellen mit Hilfe des Detergens Saponin permeabilisiert, so 
detektieren die Antikörper auch die Bereiche in der Zelle. α-P75-Signal und P75-GFP-Signal sind identisch. 







3.10 Aufnahme von Galectin-3 aus dem apikalen Medium 
 
Wie bereits erwähnt und wie in Abb. 3.20 zu sehen ist, wird ein gewisser Teil von Galectin-3 aus der 
Zelle ins apikale Medium abgegeben. Von Galectin-1 (Fajka-Boja et al., 2008) und Galectin-9 (Mishra 
et al., 2010) ist bekannt, dass diese extrazellulär an diverse Liganden binden. Dies ist für Galectin-3 
bisher noch weitestgehend unbekannt. Außerdem war ungeklärt, ob sekretiertes Galectin-3 auch 
wieder in die Zelle eingeschleust werden könnte. Um dieser Fragestellung nachzugehen wurden 
einige Experimente zur Aufnahme von Galectin-3 aus dem apikalen Medium durchgeführt.  
 
3.10.1 Blockierung der Endozytose von Galectin-3 durch verschiedene Endozytosehemmer 
 
In MDCK-Zellen bestehen mehrere Endozytosemöglichkeiten. Zum einen die Clathrin-abhängige 
Endozytose über das Adapterprotein AP-2. Zum anderen eine Lipid-Raft-abhängige Endozytose über 
sogenannte Caveolae mit dem typischen Markerprotein Caveolin oder die sehr ähnlichen Flotillin-
Strukturen. Verschiedene Chemikalien machen es möglich, speziell den einen oder den anderen 
Endozytosemechanismus zu blockieren. So inhibiert Chlorpromazin die Clathrin-abhängige 
Endozytose, während das aus dem Bakterium Streptomyces filipinensis gewonnene Filipin über seine 
Bindung an Cholesterol die Lipid-Raft-abhängige Endozytose hemmt. Daher wurden MDCK-WT-Zellen 
mit jeweils einer der beiden Chemikalien behandelt und anschließend beobachtet, ob das von außen 
zugegebene rekombinante Galectin-3 noch in die Zelle gelangen sollte. Abb. 3.26 beweist, dass das 
rekombinante humane Galectin-3 (hGal3) nur in nicht behandelten Zellen (C) oder in mit 
Chlorpromazin behandelten Zellen (CPZ) Zugang in die Zellen erlangte. Dem gegenüber steht die 
Beobachtung, dass mit Filipin behandelte Zellen nicht dazu in der Lage waren, rekombinantes 
Galectin-3 aufzunehmen. Die tiefgestellten Zahlen verweisen auf die Dauer (in min) der Inkubation 
der Zellen bei einer Endozytose permissiven Temperatur von 37°C.  Dieses Ergebnis lässt den Schluss 
zu, dass Galectin-3 durch einen Lipid-Raft-abhängigen Endozytosemechanismus in die Zelle 
aufgenommen wird. Möglicherweise bindet Galectin-3 im apikalen Medium an ein Glykoprotein oder 
ein Glykolipid, welches in einem Lipid-Raft-abhängigen Mechanismus in die Zelle aufgenommen wird. 
Im Western-Blot in Abb. 3.26 kann man zwischen endogenem caninen Galectin-3 (cGal3) und dem 
etwas kleineren rekombinanten humanen Galectin-3 (hGal3) unterscheiden. Als Proteinladekontrolle 






Abbildung 3.26: Aufnahme von rekombinantem humanem Galectin-3 in MDCK-Zellen 
Polare MDCK-Zellen wurden mit Inhibitoren für den Lipid-Raft- (Filipin) oder den Clathrin-abhängigen 
Endozytoseweg (Chlorpromazin) behandelt und daraufhin auf die Aufnahme von durch außen zugegebenes 
humanes Galectin-3 untersucht. Dieses wurde für 0 min oder für 45 min bei 37°C mit den Zellen inkubiert. 
Anschließend wurden diese gewaschen, lysiert und im Western-Blot auf die Anwesenheit von humanem 
Galectin-3 begutachtet. In Kontrollzellen und in mit CPZ behandelten Zellen wurde humanes Galectin-3 
aufgenommen, während dies für mit Filipin behandelte Zellen nicht galt.   C=Kontrolle, CPZ=Chlorpromazin, 
cGal3=canines Galectin-3, hGal3=humanes Galectin-3 
 
3.10.2 Beobachtungen zur Aufnahme von Galectin-3-Alexa633 im apikalen TIRFM 
 
In Abb. 3.26 wurde bereits dargestellt, dass bei der Endozytose von Galectin-3 Detergens resistente 
Membranmikrodomänen eine Rolle spielen. Dieser Beobachtung sollte auch lebendzellmikroskopisch 
auf den Grund gegangen werden. Zu diesem Zweck wurden MDCK-Zelllinien hergestellt, die 
entweder die Lipid-Raft-Marker Caveolin-1 oder Flotillin-1 in einer fluoreszierenden Variante 
gemeinsam mit Galectin-3-DsRed oder eine fluoreszierende Clathrin-Version gemeinsam mit 
Galectin-3-DsRed exprimierten. So entstanden die Zelllinien MDCKGal3-DsRed/Cav1-YFP, MDCKGal3-DsRed/Flot1-
GFP und MDCKGal3-DsRed/Clathrin-CFP. Zu diesen Zellen wurde bei 4°C rekombinantes humanes Galectin-3-
Alexa633 gegeben. Nach einer Temperaturänderung auf 37°C wurde das rekombinante Galectin-3 in 
die Zellen aufgenommen. Unter dem TIRF-Mikroskop konnte dann untersucht werden, in welchen 
Membrandomänen der apikalen Zytoplasmamembran dieser Vorgang stattfand. Wie in Abb. 3.27 zu 
erkennen ist, findet bereits die Anlagerung von Galectin-3-Alexa633 an die Zelle in Caveolin-1 und 
Flotillin-1 tragenden Membrandomänen – also Lipid-Rafts – statt. Zwischen Galectin3-Alexa633 und 
Clathrin-CFP wiederum findet keine Assoziation statt. Die Interaktionshäufigkeit von Caveolin-1-GFP 
oder Flotillin-1-YFP mit Galectin-3-Alexa633 wird 5 min nach der Temperaturänderung auf einen 
Endozytose permissiven Wert sogar noch erhöht, während es nach wie vor keine Anzeichen einer 
Clathrin-abhängigen Endozytose von Galectin-3-Alexa633 gibt. 10 Minuten nach Beginn der 





colokalisieren wieder ab (Abb. 3.28). Dies deutet darauf hin, dass die von außen zugegebenen 
Galectin-3-Moleküle nun vollständig aufgenommen wurden. Auch nach 60 Minuten ist nur noch eine 
geringe Interaktion messbar. Abb. 3.26 zeigt außerdem eine mit zunehmender Zeit stärker werdende 
Signal-Übereinstimmung des von außen zugegebenen Galectin-3-Alexa633 mit dem größtenteils 
intrazellulären Galectin-3-DsRed.  Aus dieser Tatsache lässt sich schließen, dass das rekombinante 
Galectin-3-Alexa633 tatsächlich in die Zelle gelangt. Zusammengefasst sind diese gemachten 
Beobachtungen ein weiterer Hinweis auf die Clathrin unabhängige Aufnahme von Galectin-3 in die 







Abbildung 3.27: Aufnahme von rekombinantem humanem Galectin-3 in MDCK-Zellen in der apikalen TIRF-
Mikroskopie 
Polare auf PET-Filtern gewachsene MDCKGal3-DsRed/Cav1-YFP, MDCKGal3-DsRed/Flot1-GFP und MDCKGal3-DsRed/Clathrin-CFP –
Zellen wurden bei 4°C mit humanem Galectin-3-Alexa633 auf der apikalen Seite inkubiert und 0, 5, 10 und 60 
min nach Start der Endozytose bei 37°C im apikalen TIRFM betrachtet. Zum Zeitpunkt 0 min und 5 min wird 
deutlich, dass große Mengen von Galectin-3-Alexa633 mit den Lipid-Raft-Markern Flotillin und Caveolin 






Abb. 3.28 B zeigt die Aufnahme einer lebenden MDCKGal3-DsRed/Cav1-YFP-Zelle, in der gerade ein 
Aufnahmeprozess von Galectin-3-DsRed in einer Caveolin-1-YFP-positiven Struktur stattfindet. 
Innerhalb von etwa 1,5 Minuten verschwindet die beide Marker enthaltende Struktur im Zellinneren.   
 
Abbildung 3.28: Aufnahme von rekombinantem humanem Galectin-3 in MDCK-Zellen in der apikalen TIRF-
Mikroskopie – Quantifizierung 
A) Die zu Abb. 3.27 gehörige Quantifizierung zeigt eine Abnahme der Assoziation von Galectin-3-Alexa633 mit 
Caveolin und Flotillin 10 min nach Beginn der Aufnahme, die sich nach einer Stunde noch weiter abschwächt. 
Zu keinem Zeitpunkt ist Galectin-3-Alexa633 jedoch mit Clathrin positiven Strukturen zu sehen. B) In dieser 
Lebendzell-Aufnahme einer MDCKGal3-DsRed/Cav1-YFP-Zelle ist das Verschwinden eines für beide Proteine positiven 







3.11 Transportprozesse im Primärzilium 
 
Behandelt man polare MDCK-Zellen in der Immunfluoreszenz mit einem α-Tubulin-Antikörper, so 
erhält man unter dem TIRF-Mikroskop eine prominente Anfärbung einer einzelnen Struktur pro Zelle, 
die aus dieser hinausragt. Mit großer Wahrscheinlichkeit handelt es sich dabei um das Primärzilium. 
MDCK-Zellen entwickeln dieses im Laufe ihrer Polarisierung und können damit mechanische Reize 
detektieren. Weitere Funktionen dieses Zellfortsatzes liegen bisher weitestgehend im Verborgenen. 
Abb. 3.29 zeigt eine 3D-Rekonstruktion eines im Epifluoreszenzmikroskop aufgenommenen z-Stapels 
von MDCKMx1-GFP-Zellen, die mit einem Antikörper gegen α-Tubulin gefärbt wurden. Es wird deutlich, 
dass die α-Tubulin enthaltenden Primärzilien aus den Zellen herausragen, und zwar genau ein Zilium 
pro Zelle.  
 
Abbildung 3.29: 3D-Rekonstruktion von Mx1-GFP und Tubulin-A546 
Von polaren MDCKMx1-GFP-Zellen, mit welchen eine Immunfluoreszenzfärbung gegen α-Tubulin durchgeführt 
wurde, wurden z-Stapel-Aufnahmen im Epifluoreszenzmikroskop aufgenommen und anschließend mit Hilfe der 
Volocity-Software dekonvuliert um zu einer dreidimensionalen Rekonstruktion zusammengesetzt zu werden. 
Das erste Bild zeigt eine Aufsicht von oben auf die Zellen. Im zweiten Bild wurde der Blickwinkel um ca. 45° zur 
Seite gedreht. Das Bild ganz rechts stellt einen Querschnitt durch das Zell-Monolayer dar. Mit höchster 
Wahrscheinlichkeit handelt es sich bei den mit anti-Tubulin gefärbten Strukturen, die offensichtlich nur einmal 
pro Zelle vorkommen und deutlich aus dieser herausragen, um Primärzilien. Mx1-GFP dagegen befinden sich 
unter der apikalen Oberfläche. Die mit Hoechst gefärbten Zellkerne sind in blau dargestellt. Maßstab: 10 µm  
 
In einem weiteren Versuch wurde die Länge der Zilien im Verlauf der Polarisation der MDCK-Zellen 
untersucht. Hier stellte sich heraus, dass die Durchschnittslänge der Primärzilien mit dem Alter der 
Zellen – sprich mit deren Polarisationsgrad -  zunahm. Während die Zilien 4 Tage nach der 
Ausplattierung der Zellen im Durchschnitt 2,7 µm (+/-1,2 µm) maßen, wuchsen sie über Tag 5 bis Tag 






Abbildung 3.30: Zilienlänge im Verlauf der Polarisation 
MDCK-WT-Zellen wurden für den angegebenen Zeitraum auf PET-Filtern kultiviert und anschließend in einer 
Immunfluoreszenzfärbung mit einem α-Tubulin-Antikörper behandelt. Die Länge der daraufhin sichtbar 
gewordenen Primärzilien wurde mit der Leica-Software LAS-AF gemessen und ein Durchschnittswert errechnet. 
Maßstab: 2 µm 
 
Diese gewonnenen Erkenntnisse wurden von Nutzen, als in apikalen TIRF-Aufnahmen von MDCKP75-
GFP/Gal3-DsRed-Zellen Vesikel auftauchten, in denen P75-GFP und Galectin-DsRed gemeinsam durch an  
Primärzilien erinnernde Strukturen wanderten. Wie eine Zeitaufnahme von diesen Zellen in Abb. 
3.31 A zeigt, kommt es zu einer Hin- und Her-Bewegung zweier P75-GFP und Galectin-3-DsRed 
tragender Vesikel entlang eines Primärziliums. Die zunächst von rechts nach links gewandte 
Bewegung schlägt auf halbem Weg in die entgegengesetzte Richtung um. Auch in Abb. 3.31 B 
wandert ein P75-GFP/Gal3-DsRed-Vesikel entlang eines Primärziliums. In diesem Fall aber nur in 
einer Richtung, hier von oben nach unten.  Über den Zweck dieses Vorgangs lässt sich spekulieren. 
Möglicherweise kommt es im Primärzilium zu Exocytosevorgängen, durch die Galectin-3 die Zelle 






Abbildung 3.31: Vesikulärer Proteintransport im Primärzilium 
Fünf Tage alte polare MDCKP75-GFP,Gal3-DsRed-Zellen wurden auf Filtern kultiviert und bei 37°C lebend im apikalen 
TIRFM betrachtet. Die Abbildungen zeigen zwei Bildfolgen zu den angegebenen Zeitpunkten. A) Man kann den 
Transport von zwei vesikulären Strukturen entlang eines mutmaßlichen Primärziliums erkennen, die für beide 
Proteinmarker positiv sind (Pfeile). Beide Strukturen wechseln im Laufe der Zeit die Laufrichtung. Gesamtdauer: 
3,55 min B) Hier ist ein P75-GFP/Gal3-DsRed-Vesikel zu sehen, welches das Primärzilium von oben nach unten 





3.12 Galectin-3 in humanen klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
3.12.1 Untersuchung der Galectin-3-Expression in humanen klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
 
Galectin-3 wird neben seiner Funktion im apikalen Proteinsorting eine tragende Rolle in der 
Entwicklung diverser Tumorarten zugesprochen. So gibt es z. B. eine positive Korrelation zwischen 
der Progression von Schilddrüsen- oder Darmkarzinomen und der Galectin-3-Expression (Takenaka et 
al., 2004). Auf dieses Wissen aufbauend sollte nun festgestellt werden, ob sich die Galectin-3-
Expression in klarzelligen Nierenzellkarzinomen ebenfalls ändern würde. Dafür wurden Gewebeteile 
aus gesundem (Normal), entartetem (Tumor) Gewebe und einem Übergangsbereich (Übergang) aus 
16 Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom lysiert und im Western-Blot-Verfahren auf die 
Expressionsrate von Galectin-3 untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass Galectin-3 bei einem 
Großteil der Patienten im Tumorgewebe stärker exprimiert wurde, als im Übergang oder dem 
Normalgewebe. Als Referenzproteine dienten α-Tubulin und GAPDH (Abb. 3.32 A). Im Gegensatz zu 
Galectin-3 blieb deren Expressionsrate im Vergleich der verschiedenen Gewebe auf einem ähnlichen 
Level. Die Quantifizierung der Western-Blot-Daten aller Patienten erfolgte durch den Vergleich 
densitometrischer Messungen und zeigt eine tendenzielle Zunahme der Galectin-3-Menge über das 
Übergangsgewebe zum Tumorgewebe (Abb.3.33). Diese Daten deuten auf einen Zusammenhang 
zwischen einer starken Expression von Galectin-3 und dem Vorhandensein eines klarzelligen 
Nierenzellkarzinoms hin.  
Abbildung 3.32 Galectin-3 wird in klarzelligen Nierenzellkarzinomen überexprimiert und interagiert mit β-
Catenin 
A) Die Abbildung zeigt das Expressionsniveau von Galectin-3 eines Patienten mit klarzelligem 
Nierenzellkarzinom im Western-Blot. Es zeigt sich ein deutlicher Anstieg im Übergangs- und Tumorgewebe. Als 
Ladekontrollen wurden α-Tubulin und GAPDH verwendet. B) Die in Abbildung A verwendeten Gewebelysate 








Abbildung 3.33: Quantifizierung der 
Expressionslevel diverser Proteine in 
klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
Quantifizierung der in Abb. 3.32 A 
gezeigten Expressionslevel von 16 
Patienten mit klarzelligem 
Nierenkzellarzinom. Während die 
GAPDH- und α-Tubulin-Menge in 
allen Geweben um einen ähnlichen 
Mittelwert schwanken, erhöht sich 
die Galectin-3-Menge im Übergangs- 





















3.12.2 Co-Immunopräzipitation von Galectin-3 in humanen klarzelligen Nierenzellkarzinomen 
 
β-Catenin ist ein wichtiger Bestandteil im Wnt-Signalweg. Es kann dabei im Zellkern an den 
Transkriptionsfaktor TCF (T-Zell Faktor) binden und somit für die Aktivierung verschiedener Gene wie  
c-myc oder cyclin D1 sorgen, welche wiederum eine wichtige Rolle in der Entstehung von Tumoren 
spielen. Shimura et al. berichteten bereits von einer Interaktion zwischen β-Catenin und Galectin-3 in 
diversen Tumorzelllinien (Shimura et al., 2004). Deshalb sollten die Lysate der verschiedenen 
Nierenproben neben der Untersuchung der Galectin-3-Expression auch auf eine evtl. Co-
Immunopräzipitation mit β-Catenin geprüft werden. Hierzu wurden 9 ml des jeweiligen Nierenlysates 
mit α-Galectin-3-Antikörper inkubiert und die sich ergebenden Proteinaggregate mittels PAS 
präzipitiert und im Western-Blot analysiert. Es konnte festgestellt werden, dass sich Galectin-3 aus 
jedem der drei Gewebetypen „Normal, Übergang und Tumor“ sehr gut präzipitieren ließ, wobei sich 
im Übergang und im Tumor die vermehrte Expression von Galectin-3 widerspiegelt. Durch das 
stärkere  Vorkommen von Galectin-3 im Übergang und Tumor kann dieses auch vermehrt präzipitiert 
werden. Auffällig ist dabei die Co-Präzipitation von β-Catenin im Übergang- und Tumorgewebe. 
Offensichtlich gibt es eine Interaktion von Galectin-3 und β-Catenin in tumorösen oder sich im Transit 
befindenden Geweben. Über die Möglichkeit, dass eine Galectin-3-β-Catenin-Interaktion erst in 
entarteten Zellen auftritt und sozusagen eine Ursache der ungeregelten Proliferation ist, kann nur 
spekuliert werden, da die präzipitierte Menge an Galectin-3 im Normalgewebe weitaus geringer ist, 
als in den anderen Geweben und somit möglicherweise β-Catenin in einer nicht mehr detektierbaren 
Menge co-präzipitiert wird. Es scheint aber ebenfalls der Fall zu sein, dass trotz vergleichbarer Menge 
an Galectin-3 im Übergang und Tumor mehr β-Catenin im Tumorgewebe co-präzipitiert. Dies deutet 
wiederum auf eine Korrelation der Galectin-3-β-Catenin-Interaktion mit dem Grad der Entartung des 
entsprechenden Gewebes hin. Bei diesen Daten handelt es sich um erste vorläufige Ergebnisse eines 









Polare Epithelzellen lassen sich hinsichtlich ihrer Zytoplasmamembran in einen apikalen und einen 
basolateralen Teil untergliedern. Beide Membranbereiche werden von spezialisierten 
Transportwegen mit Proteinen und Lipiden versorgt. Diese tragen für ihre korrekte Sortierung 
topogene Signale in ihrer Struktur oder ihren posttranslationalen Modifikationen. Ein fehlerhafter 
intrazellulärer Proteintransport kann zu zahlreichen Krankheitssymptomen führen (Aridor and 
Hannan, 2000; Aridor and Hannan, 2002; Laiko et al., 2010).   
Um den verschiedenen bearbeiteten Teilbereichen der vorliegenden Arbeit gerecht zu werden, 
gliedert sich der Diskussionsteil in drei separate Abschnitte. In Abschnitt 4.1 werden die Ergebnisse 
der Untersuchungen zum Transport apikaler Modelproteine in ALPK1-Knockout-Mäusen diskutiert. 
Abschnitt 4.2 beschäftigt sich mit dem Einordnen der erhaltenen Erkenntnisse zum Thema des Lipid-
Raft-unabhängigen apikalen Proteintransports in MDCK-Zellen. Im Detail geht es um den Einfluss von 
Mx1 auf diesen Galectin-3-abhängigen Transportweg und die unkonventionelle Sekretion von 
Galectin-3. In Abschnitt 4.3 wird die Rolle von Galectin-3 bei der Entstehung klarzelliger 
Nierenzellkarzinome erörtert. 
 
4.1 Trafficking apikaler Markerproteine in ALPK1-Knockout-Mäusen 
 
Alphakinasen wie die ALPK1 phosphorylieren ihr Substrat innerhalb α-helikaler Strukturen, worauf 
ihre Bezeichnung zurückzuführen ist (Ryazanov et al., 1999). In MDCK-Zellen wurde in Erfahrung 
gebracht, dass die ALPK1 das Motorprotein Myosin-1 phosphoryliert und damit am Transport des 
Lipid-Raft-Proteins SI beteiligt ist. Wird die ALPK1-Expression per siRNA-knock-down herabgesetzt, so 
gelangt die SI nicht mehr effektiv in die apikale Zytoplasmamembran (Heine et al., 2005). Aus diesen 
Ergebnissen wurde geschlossen, dass die ALPK1 ein wesentlicher Bestandteil des Lipid-Raft-
abhängigen apikalen Transportweges ist. 
Diese in Zellkultur gemachten Beobachtungen sollten nun in einem kompletten Organismus 
untersucht werden. Also wurden ALPK1-Knockout-Mäuse hinsichtlich ihrer Verteilung von apikalen 
Markerproteinen im Dünndarm untersucht. Als Referenz dienten die nicht in Lipid-Rafts 
vorkommende LPH und die beiden Lipid-Raft-Marker DPP IV und SI. Die Dünndarm-Präparate wurden 
mit geeigneten Antikörpern markiert und im KLSM betrachtet. Die gemachten Aufnahmen wurden 





So stellte sich in den ALPK1-Knockout-Mäusen ein Transport-Defizit der Lipid-Raft-Marker DPP IV und 
SI heraus. DPP IV wurde im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen nur noch zu 40 % (+/-10 %) in den 
Bürstensaum, also die apikale Zytoplasmamembran, transportiert. Im Fall der SI wurden noch 60 % 
(+/-20 %) korrekt transportiert. Die nicht in Lipid-Rafts anwesende LPH wiederum gelangte zu 91 % 
(+/-29 %) in den Bürstensaum (Abb. 3.1). Diese Daten lassen den Schluss zu, dass die ALPK1 auch im 
lebenden Organismus hauptsächlich im Lipid-Raft-abhängigen apikalen Transportweg eine Rolle 
spielt, während der Lipid-Raft-unabhängige Weg weitestgehend unbeeinflusst bleibt. Dabei fällt auf, 
dass im Falle der DPP IV im Mikroskop eine deutliche Retention im ER zu erkennen ist (Abb. 3.1). 
Vermutlich werden die DPP IV enthaltenden Vesikel durch die fehlende Phosphorylierung des für den 
Transport benötigten Motorproteins Myosin-1 nicht zur apikalen Zytoplasmamembran geleitet (Abb. 
4.1). Ein ähnlicher aber nicht so deutlicher Effekt zeigt sich beim Transport der SI. Allerdings wird hier 
das Zurückhalten des Proteins im Zellinneren nicht so deutlich wie bei der DPP IV. Möglicherweise 
besteht für den Transport der Saccharase-Isomaltase noch ein alternativer Transportweg. Dies würde 
auch eine Erklärung für die relativ hohe Standardabweichung liefern.  
Heine et al. konnten die ALPK1 ausschließlich in Lipid-Raft assoziierten Vesikeln detektieren, nicht in 
LPH-Vesikeln, also Lipid-Raft-unabhängigen. Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass auch in der 
ALPK1-Knockout-Maus nur eine geringe Beeinflussung des LPH-Transports in die apikale 
Zytoplasmamembran besteht. In dieser Hinsicht wäre ein Tierexperiment interessant, in dem 
verschiedene Zucker-Diäten verabreicht werden. Sollte der Transport der Saccharase-Isomaltase, die 
Saccharose und Maltose spaltet, durch den Knockout der ALPK1 in den Bürstensaum gestört sein, so 
sollten durch die Gabe eines Saccharose- bzw. Maltose reichen Futters Verdauungsstörungen 
entstehen. Im Gegensatz dazu sollte eine laktosereiche Diät keine derartigen Symptome hervorrufen, 
da der Laktase-Phlorizin-Hydrolase-Transport in der ALPK1-Knockout-Maus unbeeinflusst bleibt.  
Alternativ zu dieser Diskussion sollte erwähnt werden, dass DPP IV neben seiner Lipid-Raft-
Assoziation noch ein weiteres, bislang unbekanntes Sortiercharakteristikum für die apikale 
Zytoplasmamembran aufweist (Slimane et al., 2001). Dieser zusätzliche Sortierweg scheint jedoch im 
Darm der Maus nicht besonders stark ausgeprägt zu sein, bzw. ebenfalls von Myosin-1 abzuhängen, 








Abbildung 4.1: ALPK1 im Lipid-Raft-abhängigen apikalen Proteintransport 
Die ALPK1 phosphoryliert das im apikalen Transport der Lipid-Raft-Marker SI und DPP IV involvierte Myosin-1 
und nimmt somit indirekt Einfluss auf deren korrekte Lokalisation in der apikalen Zytoplasmamembran. Rot: 





4.2 Galectin-3 und der Lipid-Raft-unabhängige apikale Proteintransportweg 
 
4.2.1 Entdeckung von Mx1 im Lipid-Raft-unabhängigen Proteintransportweg 
 
In diesem Teil der Arbeit ging es um die Erweiterung des Verständnisses zum apikalen nicht mit Lipid-
Rafts assoziierten Proteintransport in MDCK-Zellen. Dieser Sortierprozess findet in einem post-Golgi-
Kompartiment statt. Auf welche Weise sich daraufhin distinkte Transportvesikel von diesem 
Kompartiment abschnüren und zur apikalen Zytoplasmamembran transportiert werden, sollte u. a. 
im Verlauf dieser Arbeit geklärt werden. Zunächst standen zwei Theorien zur Diskussion, auf welche 
Art sich diese Galectin-3-Vesikel bilden könnten. Zum einen wäre es vorstellbar, dass sich Vesikel 
nach dem klassischen Vorbild mit Hilfe von Mantelproteinen bilden könnten. Zum anderen besteht 
die Möglichkeit eines alleine auf der Bildung der hochmolekularen Komplexe basierenden Modells 
zur Vesikelbildung (Abb. 1.2). Die Bindung von Glykoproteinen an Galectin-3-Multimere könnte dabei 
für eine Membrankrümmung sorgen, welche dann nur noch abgeschnitten werden müsste (Delacour 
and Jacob, 2006). 
Auf diesen Annahmen basierend wurden P75-GFP-Vesikel aufgereinigt und deren 
Proteinzusammensetzung im MALDI-TOF analysiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nachdem die 
Vesikel das TGN verlassen hatten änderte sich sowohl die Proteinvielfalt als auch die 
Proteinzusammensetzung (Abb. 3.5). Hauptsächlich handelte es sich dabei um Zytoskelettelemente 
wie Tubuline, β-Actin und Zytokeratine (Tab. 3.1), die offensichtlich im Transport der Vesikel 
involviert sind. So scheint Actin im post-TGN-Transport von P75 involviert zu sein (Lazaro-Dieguez et 
al., 2007).  Da das Hauptaugenmerk allerdings auf der Entstehung der Vesikel lag, wurde auf diese 
Proteine nicht weiter eingegangen. Vielmehr wurde das Interesse auf ein Protein gelenkt, das als ein 
potentieller Kandidat für die Abschnürung der P75-Vesikel in Frage kam. Dabei handelte es sich um 
das bisher vor allem unter virologischen Aspekten untersuchte Mx1. Dieses Dynamin-ähnliche 
Protein gilt in den meisten Organismen als streng INF-induziert (Haller and Kochs, 2002; Haller et al., 
2007). MDCK-Zellen synthetisieren recht hohe Mengen an Mx1, wobei dessen Konzentration nach 
einer Virusinfektion noch gesteigert wird (Nakamura et al., 2005; Seitz et al., 2010). Diese 
Beobachtung führte zu der Annahme, dass Mx1 in MDCK-Zellen möglicherweise eine weitere 
Aufgabe außerhalb der Interferonantwort haben könnte. Als Dynamin-ähnliche GTPase lag die 
Vermutung nahe, dass dieses mechanochemische Protein dazu in der Lage war, Membranen zu 
vesikulieren. Zum Verlassen von P75 aus dem TGN wird Dynamin-2 benötigt (Kreitzer et al., 2000; 
Salvarezza et al., 2009). Für den Fall des durch Galectin-3 durchgeführten Sortierschrittes im post-
Golgi-Kompartiment war jedoch nicht bekannt, ob dafür ebenfalls ein Dynamin bzw. ein Dynamin-





Als Grundlage für die Fähigkeit eines Proteins, Vesikel aus einer Membran abzuschnüren, gilt die 
Möglichkeit der Oligomerisierung. Diese Voraussetzung wird von den Mitgliedern der Dynamin-
Superfamilie erfüllt, zu denen auch Mx1 gehört (Gao et al., 2010). Das wohl bekannteste Beispiel für 
die Beteiligung von Dynamin an einer Vesikelbildung ist die Clathrin-abhängige Endozytose. In diesem 
Zusammenhang wird noch über den tatsächlichen Mechanismus hinter der Abknospung des Vesikels 
diskutiert. Im Raum steht die Diskussion zur Rolle von Dynamin als Pinchase oder Poppase. Letzten 
Endes jedoch führt die Abschnürung des Vesikels auf die GTP-Hydrolyse der einzelnen Dynamin-
Moleküle und die damit verbundene Konformationsänderung zurück (Stowell et al., 1999; Sweitzer 
and Hinshaw, 1998). Im Hinblick auf Oligomerisierung und mechanochemische Eigenschaften durch 
GTP-Hydrolyse besitzt Mx1 dieselben Eigenschaften wie klassische Dynamine. So konnte gezeigt 
werden, dass humanes MxA (zur Nomenklatur: das humane Mx1-Homologe wird als MxA 
bezeichnet) im Transmissions-Elektronenmikroskop sichtbare Homo-Oligomere aus ca. 30 
Einzelmolekülen bilden kann, die sehr an Dynaminstrukturen erinnern (Kochs et al., 2002). Des 
Weiteren wurde bereits gezeigt, dass MxA Lipide tubulieren kann. D. h. durch Zugabe von 
rekombinantem MxA und GTP zu Phoaphatidylserin-Liposomen entstehen verzweigte 
Membrantubuli (Accola et al., 2002). Im Verlauf dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass das 
GFP-markierte canine Mx1 trotz fehlender PH-Domäne, die von klassischen Dynaminen zur Bindung 
an Phospholipide genutzt werden, in oder an Membranen zu finden ist (Abb. 3.9 C). Diese 
Kompartimente zeigten in Lebendzellaufnahmen von MDCKMx1-GFP-Zellen außerdem eine sehr hohe 
Dynamik und verschmolzen sehr oft miteinander oder trennten sich wieder (Abb. 3.9 A + B). Dies 
könnte darauf hinweisen, dass Mx1 tatsächlich an der Abknospung von Vesikeln beteiligt ist.  
Die Western-Blot-Daten zu den P75-GFP-Vesikelaufreinigungen nach TGN-Exit weisen daraufhin, dass 
die maximale Menge an Mx1 nach ca. 5 Minuten in den Vesikeln zu finden ist, nachdem diese das 
TGN verlassen haben (Abb. 3.6 B). Hierbei sollte angemerkt werden, dass die 2D-Gel-Daten nicht zu 
Quantifizierungszwecken genutzt wurden, da die Silber-Färbequalität der einzelnen Gele 
untereinander natürlich bedingte Unterschiede aufweist und somit über die Proteinmenge keine 
vergleichbare Aussage getroffen werden kann.  Möglicherweise markiert dieser Zeitwert einen 
Moment im apikalen Sortierprozess zu dem sich Lipid-Raft-assoziierte von nicht mit Lipid-Rafts 
assoziierten Proteinen voneinander trennen, da ungefähr im gleichen Zeitraum Galectin-3 in die 
Vesikel gelangt (Abb. 3.6 A). Einen weiteren Hinweis darauf gibt die exklusive Anwesenheit von Mx1 
in Nicht-Lipid-Raft-Vesikeln mit den assoziierten Proteinen P75-GFP und LPH (Abb. 3.6 C). In SI-
Vesikeln konnte kein Mx1 nachgewiesen werden. 10 Minuten nach TGN-Exit nimmt die Mx1-Menge 






In der MALDI-TOF-Analyse konnten keine Mantelproteine identifiziert werden. Wie im Ergebnisteil 
bereits erwähnt, heißt dies allerdings nicht, dass sie auch nicht vorhanden waren. Zusätzliche 
Western-Blot-Experimente, in denen nach der Anwesenheit von Clathrin, COP I und COP II auf P75-
GFP-Vesikeln geschaut wurde, konnten allerdings ebenfalls keine positiven Ergebnisse zeigen (Daten 
unveröffentlicht). Dies weißt darauf hin, dass im post-Golgi-Transport von P75-GFP-Vesikeln und den 
darin stattfindenden Sortierprozessen keine Mantelproteine beteiligt sind, was auch bereits für den 
Transport von HA aus dem TGN publiziert wurde. Auch dafür sind keine Mantelproteine nötig (Ellis et 
al., 2004). Durch diese Tatsachen wird die These einer alleine auf der Clusterbildung durch Galectin-3 
gestützten initialen Vesikelbildung bekräftigt. Es wäre möglich, dass wie bereits geschildert (Abb. 1.2) 
Galectin-3 mit den Lipid-Raft-unabhängigen Membran-Glykoproteinen wie P75 hochmolekulare 
Proteincluster bildet, was zu einer Krümmung der Membran eines post-TGN-Vesikels führen könnte. 
Die Abschnürung könnte letzten Endes von Mx1 als Dynamin-ähnliches Protein übernommen werden 
(Abb. 4.2).  
Im KLSM konnte eine gemeinsame Lokalisation von Mx1-GFP und P75-DsRed gezeigt werden. 
Anschließende Co-Immunopräzipitationen konnten allerdings keine direkte Interaktion zwischen den 
beiden Proteinen nachweisen (Abb. 3.11), wovon allerdings auch nicht auszugehen war. 
Ebensowenig konnte eine direkte Interaktion mit α-Tubulin nachgewiesen werden. 
Konfokalmikroskopische Aufnahmen konnten jedoch zeigen, dass Mx1-GFP-Strukturen sehr wohl mit 
dem Tubulin-Zytoskelett in Kontakt treten und gelegentlich perlschnurartig daran aufgereiht sind. 
Möglicherweise spielen hier diverse Motorproteine eine Rolle. Eine Bewegung entlang von 
Mikrotubuli in MDCKMx1-GFP-Zellen wiederum wurde nicht beobachtet (s. Diplomarbeit Christina 
Hollmann). In diesem Zusammenhang wurde bereits von Horisberger eine lediglich transiente 
Interaktion von MxA mit Tubulinen beobachtet (Horisberger, 1992). Mx1 in Schafzellen, die ebenfalls 
wie MDCK-Zellen eine Interferon-unabhängige Mx1-Expression zeigen, scheint mit β-Tubulin in 
Interaktion treten zu können (Racicot and Ott, 2010). Im Laufe der KLSM-Aufnahmen der 
vorliegenden Arbeit wurden außerdem weitere zelluläre Markerproteine auf Colokalisierung mit 
Mx1-GFP getestet. Dabei stellte sich heraus, dass die zunächst an Lysosomen erinnernden Mx1-
Strukturen nicht mit dem Lysosomenmarker LAMP-2 in Deckung gebracht werden konnten. Eine 
Übereistimmung mit ER-DsRed konnte ebenfalls nicht gezeigt werden (Abb. 3.12), während Reichelt 
et al. in mit LaCrosse-Virus infizierten humanen Huh7-Zellen eine Ansammlung von MxA gemeinsam 
mit dem N-Protein des Virus am glatten ER festmachen konnten (Reichelt et al., 2004). Vielmehr 
konnte eine teilweise Übereinstimmung mit dem frühen Endosomen-Marker EEA-1 beobachtet 
werden (Abb. 3.12). Dies lieferte einen ersten Hinweis darauf, dass Mx1 in einem endosomalen 
Kompartiment anzutreffen war. Auch die anschließenden TIRF-Aufnahmen von Mx1-GFP 





von Mx1 in frühen Endosomen. Hier zeigte sich eine teilweise Deckung des Mx1-GFP-Signals mit dem 
frühen Endosomen-Marker Rab4. Dagegen konnte Mx1-GFP nicht in Rab11-positiven Recycling-
Endosomen detektiert werden. Auch mit dem TGN-Marker Rab8 zeigte sich keine Colokalisation 
(Abb. 3.15). Diese Ergebnisse und der Inhalt diverser Publikationen führten dazu, die Rolle von Mx1 
im Endozytoseweg näher zu betrachten. Also wurde Mx1-GFP gemeinsam mit Clathrin, Dynamin-2 
und EEA-1 im KLSM beobachtet. Dabei stellte sich heraus, dass Mx1 nicht mit Clathrin interagierte, 
wohl aber Bereiche auszumachen waren, in denen Mx1 gemeinsam mit Dynamin-2 und EEA-1 
anzutreffen waren (Abb. 3.13). Dies legt die Vermutung nahe, dass Mx1 neben seiner Anwesenheit 
im Vorwärtstransport von P75-GFP-Vesikeln auch eine Rolle im Endozytoseweg einnimmt. Dabei 
konnte im Gegensatz zu Jatiani et al. keine Co-Immunopräzipitation zwischen Mx1 und Dynamin-2 
festgestellt werden (Jatiani and Mittal, 2004). Diese Arbeitsgruppe konnte beweisen, dass eine 
Überexpression von MxA in CHO-Zellen zu einer Störung des Transferrin-Traffickings nach dessen 
Aufnahme führt. Transferrin akkumuliert daraufhin in einem perinukleären Recycling-Kompartiment. 
Ein weiteres Beispiel für die Verwicklung von Mx1 im Endozytoseweg lieferten Palm et al. Hier 
konnte genauer gezeigt werden, dass Mx1 in Schweinezellen in den Endozytosemechanismus von 
Influenza-A-Viren eingreift. Offensichtlich blockiert Mx1 dort das Verschmelzen von frühen mit 
späten Endosomen (Palm et al., 2010).  
Nach den weitestgehend deskriptiven Experimenten zur Aufklärung der Rolle von Mx1 im apikalen 
Proteintrafficking sollte im Anschluss mit Hilfe der siRNA-Technik aktiv in die von diesem Dynamin-
ähnlichen Protein ausgeführten Aufgaben eingegriffen werden. Zunächst sollte an Hand einer 
Oberflächen-Immunopräzipitation kontrolliert werden, ob Mx1 eine essentielle Rolle im Sortieren 
bzw. Transport von P75-GFP zur apikalen Zytoplasmamembran besitzt. Nach Mx1-knock-down 
konnte eine um ca. 5 % reduzierte Anwesenheit von P75-GFP auf der Oberfläche der apikalen 
Zytoplasmamembran festgestellt werden. Diese nur schwache Auswirkung auf den apikalen 
Transport von P75-GFP lässt auf eine gewisse Redundanz von Mx1 schließen. Möglicherweise werden 
die von ihm ausgeführten Aufgaben von einem anderen Mitglied der Dynamin-Superfamilie 
übernommen.  
In Schafzellen gemachte Beobachtungen über Mx1 und dessen Sekretion lenkten dann das 
Augenmerk auf einen anderen zellbiologischen Aspekt. In der Arbeitsgruppe um Ott et al. wurde 
festgestellt, dass Mx1 in Schafzellen trotz fehlender ER-Signalsequenz sekretiert wird (Toyokawa et 
al., 2007a). Die Autoren schlossen darauf, dass es sich bei der Mx1-Sekretion um einen sogenannten 
unkonventionellen Sekretionsmechanismus handeln müsse. Daraus erschlossen sich 
Gemeinsamkeiten mit dem in dieser Dissertation aufgegriffenen Thema zum Galectin-3-Trafficking. 
Wie bereits erwähnt, war das Schicksal dieses Lektins nach Vollführung seiner Rolle als 





wurde bereits, dass Galectin-3, genau wie Mx1, ohne ER-Signal auf unkonventionellem Weg 
sekretiert wird (Nickel, 2003). Und zwar in MDCK-Zellen ins apikale Medium (Lindstedt et al., 1993). 
Diese Tatsache konnte hier belegt werden (Abb. 3.20). Wurde im gleichen Experiment zuvor ein 
Mx1-knock-down durchgeführt, so reduzierte sich die Menge von Galectin-3 im apikalen Medium 
deutlich. TIRF-Aufnahmen zeigten dann auch eine deutliche Colokalisierung zwischen Mx1-GFP und 
Galectin-3 dicht unter der apikalen Zytoplasmamembran (Abb. 3.18). Offensichtlich scheint also das 
Galectin-3-Schicksal eng mit dem von Mx1 verflochten zu sein. Eine weitere Publikation von Ott et al. 
postuliert Mx1 als Regulator der unkonventionellen Sekretion (Toyokawa et al., 2007b). Dort wurde 
bewiesen, dass der knock-down von Mx1 in Schafzellen dazu führte, dass das ebenfalls 
unkonventionell sekretierte ISG15 zu 50 % weniger in das umgebende Medium abgegeben wurde. In 
einer zusätzlichen Publikation wurde Galectin-1 als Bindepartner von Mx1 im Hefe-2-Hybrid-System 
identifiziert (Toyokawa et al., 2007a). Im Verlauf dieser Dissertation konnte jedoch keine direkte 
Interaktion zwischen Mx1 und Galectin-3 gemessen werden (Abb. 3.19). In der gleichen Co-
Immunopräzipitation wurde jedoch deutlich, dass Mx1-GFP und das endogene Mx1 miteinander 




Durch die Ergebnisse dieser Dissertation ließ sich also eine Verknüpfung zwischen dem 
exozytotischen Sortierprozess von Galectin-3 im apikalen Trafficking nicht Lipid-Raft assoziierter 
Proteine mit der unkonventionellen Sekretion finden. Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass 
die unkonventionelle Sekretion des Lectins von Mx1 abhängt, welches wiederum in P75-GFP-Vesikeln 
identifiziert wurde. Wird die Mx1-Expression per siRNA-Behandlung herabgesetzt, so findet nur noch 
eine eingeschränkte Galectin-3-Sekretion statt.  
In diesem Diskussionsabschnitt soll das weitere Schicksal des in der apikalen Sortierung von P75 
involvierten Lektins näher beleuchtet werden. Wie bereits erwähnt, stellt sich die Frage nach dem 
Schicksal von Galectin-3, nachdem dieses für die Sortierung apikaler Glykoproteine wie P75-GFP 
gesorgt hat. Zunächst wurde versucht, die Galectin-3-Exozytose auf der Oberfläche von MDCK-Zellen 
festzuhalten, wie dies in COS-Zellen bereits beschrieben wurde. Hier zeigten sich im TIRF-Mikroskop 
in der Form Exozytoseereignisse, dass aus dem Zytoplasma kommende Galectin-3-Vesikel an die 
Zytoplasmamembran andockten und in dieser verschmolzen (Schneider et al., 2010). Ähnliche 
Exozytoseereignisse im TIRF-Mikroskop wurden von Burchfield et al. in einem Übersichtartikel 
beschrieben (Burchfield et al., 2010). In MDCK-Zellen konnten allerdings in Lebendzellaufnahmen 





Vermutlich macht dies die unebene und sehr dynamische Oberfläche, die mit Mikrovilli besetzt ist, 
nicht möglich. Sehr wohl konnte jedoch eine Colokalisierung von P75-GFP und Galectin-3-DsRed auf 
und dicht unterhalb der apikalen Zytoplasmamembran präsentiert werden (Abb. 3.21). Dabei 
wurden teils längliche, röhrenförmige und teils runde Strukturen sichtbar, deren Identität zunächst 
geklärt werden musste. Weitere Untersuchungen wiesen darauf hin, dass es sich bei den länglichen 
Strukturen teilweise um Rab11-positive Kompartimente, also Recycling-Endosomen handelt. Sowohl 
P75-GFP als auch Galectin-3-DsRed konnten mit diesen Rab11-positiven Strukturen in Verbindung 
gebracht werden (Abb. 3.21). Diese Beobachtungen erwiesen sich zunächst als verwirrend, da 
endosomale Kompartimente bislang nur selten als tubuläre Strukturen aufgezeichnet wurden. Zudem 
sollte in Betracht gezogen werden, dass die apikale Oberfläche von MDCK-Zellen mit langen, 
röhrenförmigen Mikrovilli besetzt ist. Also wurden zusätzlich Aufnahmen der apikalen Oberfläche 
von MDCKP75-GFP-Zellen im Transmissions-Elektronenmikroskop gemacht. Dabei wurde deutlich, dass 
die mit P75-GFP besetzten fingerförmigen Strukturen sehr an Mikrovilli erinnerten. Dies legt die 
Interpretation nahe, dass es sich bei den tubulären Strukturen an der apikalen Seite der MDCK-Zellen 
zum einen um Mikrovilli handelt und zum anderen um röhrenförmig verzweigte Recycling-
Endosomen. Um diesem Sachverhalt näher auf die Spur zu gehen, wurden TIRF-Aufnahmen von 
MDCKP75-GFP-Zellen gemacht, in denen zusätzlich Zytoskelettelemente angefärbt wurden. Diese 
Aufnahmen legen nochmals nahe, dass es sich zumindest teilweise um Mikrovilli handelt, da viele der 
länglichen Strukturen eine Actin-Färbung aufweisen (Abb. 3.24). Letzten Endes sollte ein weiterer 
Versuch Aufschluss über die Identität der im TIRF abgebildeten Strukturen geben. Hierfür wurden 
MDCKP75-GFP- oder MDCKGal3-DsRed-Zellen mit Antikörpern gegen das jeweils transfizierte Protein 
gefärbt, ohne die Zellen zuvor zu permeabilisieren. Folglich wurden so von den Antikörpern 
ausschließlich Antigene auf der Oberfläche der Zellen detektiert, nicht aber im Zellinneren. Hier 
zeigte sich eine deutliche Diskrepanz zwischen den fluoreszierenden Signalen auf der Oberfläche und 
denen in der Zelle. Daraus lässt sich schließen, dass es sich bei den intrazellulären Strukturen um 
Endosomen und nicht um Mikrovilli handelt. 
Zusammengefasst ist festzuhalten, dass der Versuch, eine Galectin-3-Exozytose im Mikroskop zu 
beobachten leider nicht gelungen ist. Gleichzeitig wurden allerdings durch den Einsatz der TIRFM 
bisher nie gesehene Aufnahmen des apikalen Zellpols von MDCK-Zellen gemacht. Bei diesen 
tubulären Strukturen handelt es sich sehr wahrscheinlich zum Teil um Mikrovilli und zu einem 
anderen Teil um Recycling-Endosomen (Abb. 4.2). Deutlich war aber auch, dass Galectin-3 die Zelle 
an der apikalen Seite verlässt. So stellte sich also die Frage, ob es auch wieder in die Zelle 
aufgenommen wurde. Dies sollte anhand diverser Experimente erörtert werden.  
Zunächst wurde auf biochemischem Wege gezeigt, dass von außen zugegebenes, rekombinantes 





war jedoch herauszufinden, auf welchem Endozytoseweg Galectin-3 in die Zelle aufgenommen wird. 
Deshalb wurden während der Aufnahme entsprechende Endozytosehemmer hinzugegeben. Filipin 
verhindert durch seine Interaktion mit Cholesterol die Endozytose in Lipid-Raft-Strukturen, während 
Chlorpromazin die Clathrin-abhängige Endozytose inhibiert (Ivanov, 2008). Durch diesen 
Versuchsaufbau wurde deutlich, dass weniger rekombinantes Galectin-3 in die Zellen aufgenommen 
wurde, wenn die Aufnahme über Lipid-Rafts geblockt wurde (Abb. 3.26). Diese Beobachtung war 
zunächst verwirrend, da die Exozytose von Galectin-3 bekannter Weise in Nicht-Lipid-Raft-Domänen 
abläuft (Delacour et al., 2006). Gleichzeitig führt dies allerdings zur Kernaussage dieses Abschnitts 
der Dissertation: Offensichtlich verändert Galectin-3 im Verlaufe seines Recyclings über die apikale 
Zytoplasmamembran seine Assoziation mit bestimmten Membranmikrodomänen. Während es im 
sekretorischen Weg in Nicht-Lipid-Raft-Strukturen anzutreffen ist, sprich in P75- und LPH-Vesikeln, 
scheint seine Wiederaufnahme von der Zelloberfläche in Caveolae, also Lipid-Raft-Strukturen 
abzulaufen. Diese Hypothese wurde in einem weiteren Experiment untermauert. Wieder wurde 
rekombinantes Galectin-3 auf MDCK-Zellen gegeben, die mit unterschiedlichen Fusionsproteinen 
transfiziert wurden. Zum einen waren dies die Lipid-Raft-Marker Caveolin und Flotillin und zum 
anderen Clathrin. Im Folgenden wurde die Aufnahme von in diesem Fall Galectin-3-A633 in diese 
Zellen im TIRFM betrachtet. Dabei stellte sich heraus, dass der Großteil des Lectins über Caveolin- 
bzw. Flotillin-positive Strukturen aufgenommen wurde, während nahezu keine Clathrin-abhängige 
Endozytose stattfand (Abb. 3.27). Das gleiche Phänomen konnte in Brustkrebszellen beobachtet 
werden (Furtak et al., 2001). Im Falle von Galectin-1 wird dieses sowohl Clathrin als auch Lipid-Raft-
abhängig endozytiert (Fajka-Boja et al., 2008). Ebenso wie die Galectin-1-Endozytose ist die Galectin-
3-Endozytose von der Lektinaktivität abhängig. Gibt man Lactose als kompetitiven Inhibitor in das 
umgebende Medium, so wird Galectin-3 nicht mehr in die Zelle aufgenommen (Schneider et al., 
2010). Im Gegensatz zu Galectin-3 ist bekannt, dass Galectin-1 an das in Lipid-Rafts vorkommende 
Sphingolipid GM1 bindet. 
Dabei ist zu diskutieren, warum und auf welche Weise Galectin-3 seine Präferenz für gewisse 
Membrandomänen ändert. Sein Verwandter Galectin-4 bindet mit hoher Affinität an Lipid-Raft-
Glykolipide (Delacour et al., 2005). Ob Galectin-3 ebenfalls dazu in der Lage ist, ist bisher nicht 
bekannt. Weitere Untersuchungen sollen dazu Aufschluss geben. Bisher wurden lediglich 
Interaktionen mit Glykoproteinen wie P75 und GP114 nachgewiesen. Des Weiteren stellen sich 
generelle Fragen nach der Regulation der Galectin-3-Funktion. Was passiert z. B. mit dem Lektin, 
nachdem es mit Glykoproteinen des Lipid-Raft-unabhängigen Transportweges hochmolekulare 
Proteincluster gebildet hat? Wie lange bleibt diese Interaktion bestehen und wodurch wird sie 
wieder aufgehoben? Eine Möglichkeit der Regulation besteht im proteolytischen Abbau von Galectin-





Lage, Galectin-3 in drei Fragmente zu schneiden (Puthenedam et al., 2011). So könnten z. B. die 
hochmolekularen Proteincluster aufgelöst werden. Allerdings wäre dann ein Galectin-3-Recycling 
obsolet. In diesem Kontext stellt sich die Frage, wie viel des sekretierten Galectin-3 überhaupt wieder 
aufgenommen wird. Dazu gibt es bisher noch keine Daten. Außerdem stellt sich die Frage nach einem 
Rezeptor auf der Zelloberfläche. Für Galectin-9 ist dies das Lipid-Raft-assoziierte Forssmann-
Glykosphingolipid (Mishra et al., 2010). Jedenfalls scheint es für Galectin-3 ein Glykolipid oder 
Gykoprotein zu sein, da, wie bereits erwähnt, die Aufnahme von Galectin-3 in die Zelle durch die 
Zugabe von Lactose inhibierbar ist. Diese Tatsache schränkt die Auswahl eines Galectin-3-Rezeptors 
auf der Zelloberfläche auf ein Lipid-Raft-assoziiertes Gykoprotein oder Glykolipid ein. Fakt ist, dass 
von außen zugegebenes Galectin-3 über einen Lipid-Raft-abhängigen Endozytosemechanismus in die 
Zelle aufgenommen wird. Der weitere Weg folgt über vermutlich frühe Endosomen in Rab11-
markierte Recycling-Endosomen (Schneider et al., 2010). In dieser Hinsicht ist von großem Interesse, 
ob Galectin-3 an diesem Punkt wieder in den sekretorischen Weg eingeschleust wird und dann seine 
Sortierfunktion übernimmt oder den lysosomalen Weg einschlägt und abgebaut wird. Dieser 
Fragestellung soll zeitnah durch eine Kombination aus TGN-Exit- und Endozytose-Experimenten 
nachgegangen werden. 
Bevor nun wieder auf die Regulationsmöglichkeiten der Galectin-3-Funktion eingegangen wird, sollte 
zunächst erwähnt werden, dass nicht alle von Galectin-3 eingegangenen Interaktionen von dessen 
Fähigkeit, Kohlenhydrate zu binden, abhängt. So konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 in einer 
Kohlenhydrat-unabhängigen Weise an Chrp (cystein/histidin rich protein) (Menon et al., 2000) oder 
auch an β-Catenin bindet, da dieses nicht glykosyliert ist (Shimura et al., 2004). 
β-Catenin stellt wiederum eine gute Überleitung zur Galectin-3-Regulation dar, da, wie bereits 
erwähnt, Galectin-3 im Zellkern mit β-Catenin interagiert und dort phosphoryliert wird. Diese 
Phosphorylierung dient dann als Zellkern-Exportsignal. Eine weitere Folge der Phosphorylierung kann 
die Herabsetzung der Bindekapazität von Galectin-3 an diverse Liganden sein. Mazurek et al. 
postulieren die Galectin-3-Phosphorylierung als An/Aus-Schalter für dessen Kohlenhydrat-
Bindekapazität (Mazurek et al., 2000). Dies würde eine weitere Möglichkeit darstellen, wie die 
Bindung zwischen Galectin-3 und den von ihm sortierten Glykoproteinen wieder aufgehoben werden 
kann. Möglicherweise wird aber die Interaktion zwischen dem Lektin und seinen Liganden auch gar 
nicht gelöst, bis diese die apikale Zytoplasmamembran erreichen. Es wäre durchaus denkbar, dass 
Galectin-3 sozusagen „huckepack“ mit den Glykoproteinen in das umgebende Medium entlassen 
wird oder auch zunächst gebunden bleibt. Galectin-1 z. B. bindet nach seiner Sekretion direkt an 
Glykoproteine auf der Zelloberfläche (Fajka-Boja et al., 2008). Oft dienen Galectine für das 
Verbleiben von Rezeptoren auf der Zelloberfläche, indem sie diese vernetzen und dadurch deren 





Für die Endozytose müsste Galectin-3 dann wieder seinen Liganden wechseln, da die Aufnahme wie 
gezeigt (Abb. 3.27), in Lipid-Raft-Strukturen abläuft. Als möglicher Schalter für diesen Wechsel der 
Membranmikrodomänen kommt der umgebende pH-Wert in Frage. Neben der Phosphorylierung 
bestimmt auch der pH-Wert die Galectin-3-Bindekapazität an seine Liganden. Bisher 
unveröffentlichte Daten zeigen, dass die Auswahl an Proteinen, die an Galectin-3 binden, mit dem 
pH-Wert schwankt. Möglicherweise erfolgt durch einen pH-Wertwechsel eine bestimmte 
Konformationsänderung innerhalb des Galectin-3-Moleküls, die einen Einfluss auf die CRD und somit 
auf die Kohlenhydrat-Bindekapazität haben. 
An dieser Stelle sollte nicht unerwähnt bleiben, dass der Neurotrophinrezeptor P75 in MDCK-Zellen 
zwar als klassisches nicht mit Lipid-Rafts assoziiertes Protein gilt, in einigen neuronalen Zellen und in 
PC12-Zellen aber durchaus in solchen DRMs zu finden ist. Diese Assoziierung scheint vom 
Phosphorylierungszustand von P75 abzuhängen (Higuchi et al., 2003). Außerdem kann der 
Neurotrophinrezeptor sowohl Clathrin-abhängig, als auch Clathrin-unabhängig endozytiert werden 
(Bronfman et al., 2003; Deinhardt et al., 2007). In MDCK-Zellen findet jedoch nur eine sehr schwache 
P75-Endozytose statt (Le et al., 1991). Nichtsdestotrotz wäre ein Szenario denkbar, dass Galectin-3 
gemeinsam mit seinem Liganden P75 aus dem sekretorischen Weg an der Zelloberfläche von MDCK-
Zellen ankommt, diese dort ihre Präferenz für Lipid-Rafts wechseln und deshalb über Caveolae 
endozytiert werden. 
Im letzten Abschnitt des Ergebnisteils wurde sich den Beobachtungen zum Proteintransport im 
Primärzilium von MDCK-Zellen gewidmet. Bei dem Versuch der Betrachtung von 
Exozytoseereignissen auf der apikalen Oberfläche polarer MDCK-Zellen wurden nach einer 
Immunfluorszenzfärbung gegen α-Tubulin sehr lange Ziliensstrukuren sichtbar, bei denen es sich mit 
hoher Wahrscheinlichkeit um Primärzilien handelt. Diese waren nur einmal pro Zelle zu entdecken 
und je nach Alter der Zellen im Durchschnitt zwischen 2,7 µm und 5,2 µm lang (Abb. 3.29). Innerhalb 
dieser Strukturen konnte in MDCKP75-GFP/Gal3-DsRed-Zellen ein vesikulärer Transport entdeckt werden. 
Diese beide Protein-Marker enthaltenden Vesikel bewegten sich entweder ungerichtet hin und her 
(Abb. 3.31 A) oder durchwanderten das Zilium vom einen zum anderen Ende (Abb. 3.31 B). Koch et 
al. konnten bereits die essentielle Rolle von Galectin-3 in der Ziliogenese beschreiben. Galectin-3-
Knockout-Zellen zeigten eine ungewöhnliche Verlängerung der primären Zilien (Koch et al., 2010; 
Torkko et al., 2008). Im Kontext dieser Dissertation könnte die Frage gestellt werden, ob dieser 
Transport innerhalb des primären Ziliums vielleicht der Sekretion von Galectin-3 dienen könnte. 
Leider konnte auch hier kein direkter Beweis gefunden werden. Wie bereits geschildert, konnte zwar 
ein Transport, aber keine Exozytose im Bild festgehalten werden. Dabei stellt sich natürlich die Frage 





Flüssigkeitsströmungen. Unter Umständen ist Galectin-3 auch am Sortierprozess der dafür 
notwendigen Sensorproteine in die Membran des Primärziliums beteiligt.  
Festzuhalten bleibt, dass Galectin-3 im primären Zilium in vesikulären Strukturen anwesend ist und 
mit diesen transportiert wird. Um diesen interessanten Sachverhalt genauer aufzuklären, müssen 





4.3 Galectin-3 und die Entstehung klarzelliger Nierenzellkarzinome 
 
In seiner Eigenschaft als Kohlenhydrat-bindendes Protein kommen für Galectin-3 eine Vielfalt von 
Interaktionen mit Glykoproteinen oder Glykolipiden in Frage. Zahlreiche dieser Wechselwirkungen 
haben einen Einfluss auf den Zellzyklus, die Tumorgenese oder die Metastasierung. Genauer gesagt 
wurde die Involvierung von Galectin-3 in der Zell-Adhäsion, der Zellmigration, im Zellzyklus, der 
Angiogenese und als antiapoptotischer Faktor nachgewiesen (Eude-Le, I et al., 2009). Allerdings gibt 
es nach wie vor einen erhöhten Diskussionsbedarf zur genauen Rolle von Galectin-3 in diesen 
Prozessen. Gegensätzliche Aussagen zum Galectin-3-Expressionslevel in verschiedenen Tumorarten 
geben Anlass zu diversen Interpretationen. So steigt die Galectin-3-Expression in Lymphomen, Hals- 
und Nackentumoren, Schilddrüsen-, Leber- und Magentumoren, während sie in Brust-, Gebärmutter- 
und Prostatakarzinomen sinkt. Die Galectin-3-Knockout-Maus zeigt keine Tendenz zur Entwicklung 
spontaner Tumoren, besitzt aber Entwicklungsstörungen im Bereich der Knochen, der Niere und des 
Darmes (Delacour et al., 2008). Außerdem zeigt sie immunologische Störungen. Zusätzlich zum 
Expressionslevel scheint auch die intrazelluläre Lokalisierung von Galectin-3 mit dem 
Entartungszustand einer Zelle zu korrelieren. Trotz fehlendem NLS (Nuclear Localization Signal) kann 
Galectin-3 in den Zellkern eindringen. Im Kern wird das Lektin von CK1 phosphoryliert und kehrt 
durch diese als Exportsignal dienende Modifikation wieder ins Zytoplasma zurück. Derselbe 
Shuttlemechanismus wird vom Galectin-3-Bindepartner β-Catenin genutzt. Beide Proteine 
interagieren im Zellkern miteinander und sorgen gemeinsam mit dem Transkriptionsfaktor Tcf für die 
Erhöhung der Transkription der Gene für den positiven Zellzyklusregulator Cyclin D1 und das Proto-
Onkogen C-Myc (Shimura et al., 2004). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass im 
Falle des Prostata-Karzinoms die herabgesetzte Anwesenheit von Galectin-3 im Zellkern mit der 
Tumorprogression korrelierte (van den Brule et al., 2000). Offensichtlich wird hier die 
Expressionsregulation von Cyclin D1 und C-Myc nicht mehr gewährleistet.  
Im Fall der in dieser Dissertation beschriebenen Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom wurde 
zum einen auf das Expressionsniveau von Galectin-3 fokussiert und zum anderen ein Beweis 
erbracht, dass in klarzelligen Nierenzellkarzinomen eine verstärkte Interaktion zwischen Galectin-3 
und β-Catenin festzustellen ist. Die Western-Blot-Analyse des Galectin-3-Proteinlevels von 16 
Patienten, deren Niere wegen eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms entfernt wurde, zeigte, dass im 
Tumorgewebe die Galectin-3-Menge stark ansteigt (Abb. 3.33). Im Vergleich dazu bleiben die Werte 
für α-Tubulin und GAPDH weitestgehend konstant. Darüber hinaus konnte anhand einer Co-
Immunopräzipitation gezeigt werden, dass sich im Tumorgewebe eine gesteigerte Interaktion 
zwischen Galectin-3 und β-Catenin ausbildet, die im Normalgewebe unterhalb der Messgrenze liegt 





Diese Ergebnisse lassen einige Spekulationen zur Rolle von Galectin-3 bei der Entstehung klarzelliger 
Nierenzellkarzinome zu. Zunächst ist dieser Tumortyp in die Reihe der Typen einzuordnen, bei denen 
sich die Galectin-3-Expression ebenfalls erhöht zeigt. Je nach Zelltyp scheint entweder die erhöhte 
oder die erniedrigte Expression von Galectin-3 in der Entstehung von Tumoren involviert zu sein. 
Interessanterweise konnten Merseburger et al. durch die Quantifizierung histologischer Schnitte aus 
klarzelligen Nierenzellkarzinomen zeigen, dass die Tumoraggressivität negativ mit der Galectin-3-
Expression korrelierte. D. h. die Überlebensrate der Patienten stieg mit einer erhöhten Galectin-3-
Expression an (Merseburger et al., 2008). Demzufolge schließen Merseburger et al. darauf, dass 
Galectin-3 eher eine Tumor-suppressive Wirkung hat. Möglicherweise aber verändert Galectin-3 
auch seine Rolle im Laufe der Tumorentwicklung. Dazu wäre allerdings eine detailliertere Analyse der 
genauen Tumoreinstufungen (Grading) nötig, die im Zuge dieses kleinen Teilprojektes der 
Dissertation nicht möglich war. Zum jetzigen Zeitpunkt lassen sich die gesammelten Daten in der 
Weise interpretieren, dass eine gesteigerte Expression von Galectin-3 möglicherweise zu einer 
verstärkten Interaktion mit β-Catenin außerhalb des Zellkerns führt und diese somit nicht mehr in 
den Zellkern transportiert werden, um dort eine Zellzyklus-regulierende Aufgabe wahrzunehmen. 
Um dies herauszufinden, wäre es nötig, Zellkerne aus Patienten mit klarzelligen 
Nierenzellkarzinomen aufzureinigen und dort nach Co-Immunopräzipitationen zwischen Galectin-3 
und β-Catenin zu sehen, um dies mit zytoplasmatischen Aufreinigungen zu vergleichen. Dabei könnte 
man ebenfalls den Phosphorylierungsstatus von Galectin-3 überprüfen, da dieser mit dem 
metaststatischen Potential von Darmkrebszellen in Verbindung steht (Mazurek et al., 2000).  
Nicht außer acht gelassen werden sollte außerdem die Rolle von β-Catenin bei der Zell-Zell-Adhäsion 
über Aherens-Junctions. Hier stellt β-Catenin einen Baustein dar, der diese Zell-Zell-Verknüpfungen 
an das Actin-Zytoskelett bindet. Störungen in diesem Gefüge durch die Interaktion mit Galectin-3 
könnten zu einem gesteigerten Ablösen der Tumorzellen und damit  zu einer Metastasierung führen 
(Goetz et al., 2008). Eine äußerst interessante Verknüpfung in der Tumorbiologie zwischen Mx1 und 
Galectin-3 lieferten Mushinski et al. Sie konnten feststellen, dass in stark metastasierenden 
Krebszellen (PC-3M) im Gegensatz zu schwach metastasierenden Krebszellen (PC-3) eine niedrigere 
Mx1-Konzentration herrscht (Mushinski et al., 2009). Somit scheint Mx1 die Tumormobilität und 
Invasivität zu inhibieren. Man könnte daraus schließen, dass Mx1 das in den Krebszellen stark 
exprimierte Galectin-3 durch seine potentielle Rolle als Regulator der unkonventionellen Galectin-3-
Sekretion aus der Zelle ausschleust und somit die Interaktion mit β-Catenin verhindert.  
Die über die Zeit gemachten Erfahrungen zu Untersuchungen der Rolle von Galectin-3 in der 
Tumorgenese führten dazu, auf Galectin-3 basierende Antitumorstrategien zu testen. So setzten John 
et al. erfolgreich eine am N-Terminus verkürzte rekombinante Galectin-3-Version ein, um das 





2003). Ebenso konnte ein an die CRD von Galectin-3 bindendes Peptid die Metastasierung und Zell-
Adhäsion von Brustkrebszellen verhindern (Zou et al., 2005). 
Über die Rolle von Galectin-3 bei der Metastasierung der in dieser Arbeit untersuchten Patienten 
kann in diesem Zusammenhang keine Aussage getroffen werden, da dieser Aspekt zum einen nicht 







Abbildung 4.2: Modell zur Rolle von Galectin-3 und Mx1 in polaren Epithelzellen  
1) Galectin-3 gelangt ca. 10 min nach dem TGN-Exit von P75-GFP in ein post-Golgi-Kompartiment. Dort bindet 
es an P75-O-Glykane und sorgt so für die Sortierung dieses Lipid-Raft-unabhängigen Proteins. Kurze Zeit vorher 
erreicht Mx1 ebenfalls dieses Kompartiment und hilft dort möglicherweise später bei der Abschnürung der 
LAVs. 2) Galectin-3 wird am apikalen Zellpol sekretiert. Auf welche Weise wurde noch nicht endgültig 
bewiesen. Es könnte sein, dass es gemeinsam mit seinem Liganden P75-GFP aus der Zelle gelangt. Der knock-
down von Mx1 sorgt für eine reduzierte Galectin-3-Sekretion  3) Interessanterweise wechselt Galectin-3 nach 
seiner Sekretion aus dem Nicht-Lipid-Raft-Milieu in diese DRMs und wird über Caveolae endozytiert. 4) P75-
GFP liegt gemeinsam mit seinem Sortierrezeptor Galectin-3 u. a. in einem teils tubulären subapikalen Recycling-
Kompartiment vor, welches als Transitstation für die Rückführung von Galectin-3 in den sekretorischen Weg 
dienen könnte. 5) Mx1 taucht nicht nur in sekretorischen Vesikeln auf, sondern auch in frühen Endosomen. 
Eventuell ist es gemeinsam mit Dynamin-2 am Abschnüren von Endozytosevesikeln beteiligt. 6) Galectin-3 
befindet sich genau wie β-Catenin in einem Phosphorylierungs-abhängigen Shuttling-Prozess zwischen 
Zytoplasma und Zellkern. Im Zellkern kommt es zur Interaktion der beiden, was zu einer Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors TCF führt, der wiederum für die verstärkte Expression des Protoonkogens c-myc und des 
Zellzyklus-Regulators cyclin D1  sorgt. Darin liegt ein potentielles Risiko zur Entstehung klarzelliger 
Nierenzellkarzinome verborgen.  ARE: apikales Recycling-Endosom, EE: Early Endosom, CAV: Caveolae, CCP: 
Clathrin coated pit, DPP IV: Dipeptidyl Peptidase IV, LAV: LPH assoziierte Vesikel, LPH: Lactase-Phlorizin-
Hydrolase, SAV: SI assoziierte Vesikel, SI: Saccharase-Isomaltase, TJ: Tight Junction, TGN: Trans-Golgi-Netzwerk 







Polare Epithelzellen stellen einen essentiellen Baustein für die korrekte Funktion eines Organes dar. 
Sie bilden ein Monolayer an den Organaußengrenzen aus und stellen sowohl eine Barriere gegen, als 
auch ein Austauschsystem mit der Umwelt dar. Um diese speziellen Aufgaben wahrzunehmen, 
bedarf es einer geordneten und spezialisierten Aufteilung der Zytoplasmamembran. Die apikale 
Zytoplasmamembran ist dabei zur Außenwelt orientiert, während die basolaterale 
Zytoplasmamembran an benachbarte Zellen oder die Basallamina angrenzt. Für die 
Aufrechterhaltung dieser Polarität ist ein spezielles Protein- und Lipidsortiersystem nötig. Dabei sind 
bis dato zwei Grundlegende Proteinsortierplattformen bekannt. Zum einen handelt es sich um die 
Lipid-Raft-assoziierte Sortierung, bei der sich Proteine mit Vorlieben für solche Detergens-resistenten 
Membranmikrodomänen in diesen sammeln und als hochmolekulare Cluster zur Oberfläche 
transportiert werden. Zum anderen existiert ein Sortierweg, der auf der Bindung von Galectin-3 an 
die zu sortierenden Glykoproteine basiert. Auch in diesem Lipid-Raft-unabhängigen Weg bilden die 
beteiligten Proteine hochmolekulare Cluster. 
Zunächst wurde die Rolle der Alphakinase ALPK1 im Transport apikaler Proteine im Mäusedarm 
untersucht und eine Verwicklung in den Transport der Lipid-Raft-Proteine SI und DPP IV festgestellt. 
Im Hauptteil dieser Dissertation ging es um die Erweiterung des Verständnisses des Lipid-Raft-
unabhängigen Proteinsortierweges. Insbesondere wurde festgestellt, dass für das vesikuläre post-
TGN-Trafficking im Galectin-3-Sorting vermutlich keine Mantelproteine nötig sind, wohl aber ein 
Dynamin-ähnliches Protein involviert ist. Dabei handelt es sich um die große GTPase Mx1. Der knock-
down dieses Proteins führte zu einer leicht reduzierten Transporteffizienz des von Galectin-3 
sortierten Glykoproteins P75-GFP zur apikalen Zytoplasmamembran. Des Weiteren konnte durch 
Mx1 eine Verbindung zur unkonventionellen Sekretion von Galectin-3 gefunden werden. Durch 
siRNA-Experimente gegen Mx1 wurde festgestellt, dass dadurch die Sekretion von Galectin-3 
abnahm. Interessanterweise scheint sekretiertes Galectin-3 für seine Wiederaufnahme in die Zelle 
eine Präferenz für Lipid-Rafts zu entwickeln, da gezeigt werden konnte, dass die Galectin-Endozytose 
in DRMs abläuft und durch einen Inhibitor der Lipid-Raft-abhängigen Endozytose gehemmt werden 
kann. 
Unter Zuhilfenahme der TIRF-Mikroskopie konnte die Oberfläche von MDCK-Zellen in bisher nicht 
gekannter Detailtreue abgebildet werden. Dabei konnten sowohl Mikrovilli, als auch dicht unter der 
apikalen Oberfläche befindliche Recycling-Endosomen detektiert werden, die möglicherweise als 





Neben den Aufgaben von Galectin-3 bei der Epithelzellpolarisierung scheint dieses Lektin außerdem 
auch bei der Ausbildung von klarzelligen Nierenzellkarzinomen eine Rolle zu spielen. In einem 
Teilprojekt konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 dort ein erhöhtes Expressionslevel aufweist und 
verstärkt mit β-Catenin interagiert. 
Zusammengefasst legen die in dieser Dissertation vorgelegten Studien nahe, dass das vielseitige und 
in der Entwicklung klarzelliger Nierenzellkarzinome beteiligte Protein Galectin-3 während seines 
Lebenszyklus, zu dem die Sortierung apikaler nicht mit Lipid-Rafts assoziierter Glykoproteine gehört, 
eine alternierende Präferenz für diese Detergens-resistenten Membranen aufzeigt und seine 









Polar epithelial cells are the prerequisite for a functional organ. They build a monolayer on the outer 
surface of the organ, providing both a barrier and an exchange system to the surrounding 
environment. To fulfill these requirements they have developed a special partitioning of their plasma 
membrane, where the apical part faces the exterior and the basolateral part faces the neighboring 
cells or the basal lamina. To keep this polarity, epithelial cells possess both a lipid and protein sorting 
system, which follow two known sorting platforms.  There is a lipid raft associated pathway, where 
lipid raft proteins gather in these detergent resistant membranes to build high molecular weight 
clusters, which are then transported to the apical cell surface.  In addition there is a lectin based 
pathway, where galectin-3 binds to non-raft glycoproteins to also form high molecular weight 
clusters. 
Initially the role of ALPK1, an alphakinase, was analyzed in the mouse small intestinal tract, where an 
involvement in the transport of the lipid-raft proteins SI and DPP IV was discovered.    
The main project dealt with the characterization of the non-raft apical sorting pathway. It was 
revealed that there were no coat proteins involved in this galectin-3 dependent post golgi trafficking, 
however a GTPase named Mx1 was discovered to be present. When Mx1 was knocked down the 
transport efficiency of P75-GFP, which is sorted by galectin-3, was reduced. Furthermore it seems like 
Mx1 is implicated in unconventional galectin-3 secretion. In Mx1 knock down cells the lectin was 
secreted to a much lesser extent and interestingly galectin-3 reuptake is dependent on the integrity 
of lipid-rafts as shown by the biochemical and microscopic data. 
With the help of TIRF microscopy it was possible to reveal previously unknown details of the apical 
MDCK cell surface. Microvilli were observed, recycling endosomes close to the apical plasma 
membrane, which are thought to be sorting stations for galectin-3 and P75-GFP were also seen. 
Besides its role in cell polarization galectin-3 seems to be involved in the development of clear cell 
renal cell carcinoma. Here the lectin is expressed at a higher level and shown to interact with β-
catenin. 
In summary the data shown in this dissertation suggests that galectin-3, which is involved in the 
development of clear cell renal cell carcinoma and the apical sorting of non-raft proteins, has an 
alternating preference for detergent resistant membranes during its life cycle and that its 
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